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El desarrollo vegetativo de la planta queda interrumpido 
por una fase reproductora durante la eual se forman las semi~ 
llas. 
La semilla no comienza a existir en su forma madura ni pe~ 
-
manece sin cambiar, sino que tiene un desarrollo gradual y re~ 
gular que conduce a su madurez ( 1 ). 
Inmediatamente despues de su reeolecci6n, es deeir euand8 
los cereales han alcanzado la madurez morfologica, los granos 
de muchas variedades germinan lentamente o incluso no germinan 
en condiciones optimas, requeriendo cierto periodo de almacena 
.. 
miento sBco antes de alcanzar la energia germinativa normal~ 
Este fen6meno se denomina letargo, y los cambios que tienen lu 
.. 
gar en el grano despues de la recolecci6n se eonoce como post-
maduraci6n. 
Los granos de los cereales rara vez se recolectan con los 
granos fisiologicamente inmaduros, sino completamente viables 
y la disminuci6n de su energia germinativa es frecuentemente 
el resultado de la combinacion del letargo natural o primario 
y del letargo~_inducido por exceso de agua y conocido por "sen 
-
sibilidad al agua ( 2 ). 
1 
Germinaci6n 
En condiciones apropiadas de humedad, temperatura, luz y su 
ministro de oxigeno, la semilla absorbe agtia a traves de las cu 
biertas y el micropilo, aumentando de volumen. 
Iniciada la germinaci6n con la imbibici6n, las enzimas que 
degradan las paredes celulares liberan en el endospermo el ma-
terial de reserva. 
El almid6n, las grasas y las proteinas se convierten en su~ 
tancias solubles que afluyen al embri6n y a cuyas expensas cre-
ee con rdpido incremento de la respiraci6n. 
La aparicion de la punta de la radicula a traves de las cu~ 
biertas, es el primer indicia visible de la germinaci6n. Teori-
c~ente~ la germinaci6n termina con la salida de la radicula, 
m!s por conveniencia, se suele alargar su fase de germinaci6n 
visible con los primeros dias del crecimiento. 
Es impotante considerar que la conducta de la germinaci6n 
de una semilla puede estar condicionada desde el proceso de fe~ 
tilizacion y que ciertos procesos parciales deben por ello ocu-
~ir mucho antes que la rehidrataci6n del embrion. Todos estes 
procesos tienen su orden aun cuando un proceso no espere la ter 
-
2 
minaci6n del anterior y sean independientes. 
Thimann sugiere que la germinaci6n se desarrolla en cuatro 
fases, preinduccion, induccion y postinduccion y fase de la ge~ 
I 
minaci6n visible ( 3). · 
Composici6n quimica de los granos de los cereales 
! Avena 
· · · ·-ean.to :Por cien~o 
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j Cebada 1,5 4,5 67,4 2,6 
2,6 
............. ' ............. -· ... - -- . 
\ 
:Centeno 11,6 1,7 1,9 69,8 
Evans 1960 ( 4 ). 
3 
Modificaci6n del material de reserva. 
Hidratos de carbono.-
La mayor parte de los hidratos de carbone encontrados en 
la naturaleza se presentan como polisacaridos de elevado peso 
molecular. 
Los polisacarid.os de reserva entre los cuales el almid6n 
es el mAs abundante en las plantas, se deposita en forma de 
grandes granules. Los granos de almid6n ademas de materia or-
ganica, contienen material mineral (potasio, calcio, silica, 
fosfato) del arden de 0,12-0,19 por ciento, .que localizado al 
parecer en la superficie de los granos les protege del ataque 
amilolitico ( 5 )., 
Los componentes principales del almid6n amilosa y amilope2 
tina, estan constituidos por unidades de D-glucosa unidos por 
enlaces -glucosidicos, pero mientras que la amilosa constitu-
ye una cadena lineal larga con enlaces 1,4, la amilopectina 
eontiene ademas ramificaciones a traves de enlaces 1,6 dando 
componentes con mayores pesos moleculares. Tanto la amilosa co 
mo la amilopectina dan coloraciones caracteristicas con iodo, -
mientras que solamente las dextrinas mayores y ramificadas pr2 
4 
ducen alguna coloraci6n rojiza. 
Las enzimas que hidrolizan al almid6n conocidas tradicio-
nalmente como 1"\ y ~ amilasas, se designan con mas exactitud c2 
mo ~.4~glucan-4-hidrolasa y 1,4,glucan-maltohidrolasa. 
La 0<-amilasa o endoamilasa rompe los enlaces mas centra-
lea y la ~-amilasa o exoamilasa ataoando por los extremes no 
reductores libera unidades de maltosa de las cadenas lineales 
hasta que su accion es bloqueada en los enl~ees 1-6 gluoosidi 
-
cos o puntas de ramificaci6n~ 
Puesto que ninguna de estas enzimas puede hidrolizar los 
enlaees (1~) de los puntos de ramificaci6n1 el producto final 
es un nucleo grande y muy ramificado, denominado dextrina limi 
te. Siendo necesario la acci6n combinada de una~ -a.milasa y 
una ~(1-6) glucosidasa para degradar completamente la amilope~ 
tina a maltosa y glucosa~ 
Las caracteristicas especificas de estas enzimas (6) hacen 
preveer los efectos producidos por cambios de pHs y de tempe-
ratura. 
pHoptimo Toptima Destruccion 
f; -amilasa 5 5?2 c 702 c 
a -amilasa 4,7-5,4 70 " pH menor 4,5 
Dextrinasa-limite 5,1 40 " ?02 c 
5 
(j -amilasa 
J La (~--am.ilasa localizada en la fracci6n albuminica es sol~ 
ble en agua y soluciones salinas. 
Aunque su pH optimo es de 5, su accion es muy e'ficaz en el 
intervalo de 4 a ?~ 
Sus grupds -SH son indispensables para su actividad y sdl~ 
bilidad. Los metales pesados y agentes oxidantes inactivan la 
enzima. 
Polloek y Pool (7) demostraron la existencia de. una ~~-run:£ 
lasa latente en la cebada y de una j3-~ilasa libre. Teniendo 
estas dos amilasas la misma extructura. 
El desarrollo de la 4-amilasa se favoreee con un alto gr_a 
J 
do de humedad, 43-45 p~r ciento y frio de 10-12 20, destruye~ 
dose durante el secado. 
~-amilasa 
La actividad de la l~-amilasa aumenta durante la germina• 
ci6n. Daussant y Grabar (8) observa.ron que la fX-amilasa de la 
eebada en germinaci6n tiene un determinante antigenico comun 
con los cereales trigo, centeno, avena y maiz pero no con el 
arroz. 
Los iones calcio son necesarios para su actividad y estabi 
-
lidad, necesitando una molecula de calcic por molecula de enzi 
6 
ma para su efecto maximo. 
Aunque no contiene grupos -SH, es inhibida por los agen•· 
tes oxidantes. 
Frydenberg y Nielsen (9) estudiando las isoenzimas de la 
cebada germinada encontraron cinco ~-amilasas. 
Srivantava y Meredith (10) observaron que la velocidad de 
sintesis de la t( -amilasa parecia ser funci6n de la cantidad 
de acido ribonucleico y que la giberelina aceleraba el metabo 
-
lismo del RNA y en particular del RNA mensajero. 
·MacLeod; Duffus y Horsfall (11) pensaron que el acido gib~ 
relico solo no es capaz de inducir una producoion maxima de 
.x-amilasa en la aleurona, necesitando de uno ovaries consti 
-
tuyentes del mismo tipo en el embrion. 
Durante el malteado, una temperatura de 15QC acelera la 
formacion de d-amilasa sin cambiar por ello el nivel final. 
En general una temperatura fria de 12QC durante la germi 
-
nacion favorece el desarrollo de ~),-amilasa, no sufriendo alte 
-
racion durante el secadoo 
Dextrinasa-Limite 
Las enzimas desramificadoras 1,6-glucosidasas se encuen-
tran en las levaduras, mereciendo especial ateneion una enzima 
denominada dextrinasa-limite que rompe los enlaces 1,6-glucos! 
? 
dicos de las dextrinas libres producidas en la degradacion e~ 
• I • z1mat~ca de la amilopectina, dando azucares simples fermente~ 
cibles por las levaduras. Esta oligo-1,6-glucosidasa exige que 
los sustratos contengan a la vez enlaces 1,4 y 1,6 glucosidi~ 
cos. 
Su actividad aumenta paralelamente a la actividad de la ~~-
amilasa durante la germinaci6n, siendo una caracteristica va• 
rietal. 
Segun Manners y Yellowless (12) los extractos proteicos de 
avena sin germinar muestran esta actividad enzimatica utilizan 
. -I 
do Pullulan como sustrato, sin aumento durante la germinaci6n. 
Los cligosacaridos conteniendo galactosa, se comportan c~ 
mo sustancias de reserva y desaparecen en los primeros dias de 
la germinaci6n. 
Dup~ron (13) sigui6 esta desaparici6n en granos de Crucif~ 
ras , manifestando su catabolismo antes que el consumo de las 
reservas lipidicas, siendo la galactosa el azucar principalmen ,.. 
te utilizado al principia de la germinaci6n de estas semillas. 
La utilizacion prefencial de la galactosa puede correspo~ 
der con el aumento de la actividad de c:l-galactosidasa durante 
la germinaci6n.La utilizacion de galactosidos se efectua en re 
laci6n con otros procesos metabolicos. 
8 
Lipidos 
Los cereales eontienen de 2 a 5 por ciento de material gr~ 
so ,(l.4),aislado como una masa amarillenta, cuyos acidos pri~ 
cipales son el oleico y linolenico. 
Los lipidos desempenan funciones ~isiologicas generales 
lQ) como depositos de reserva intracelulares. 
2Q) como componentes estructurales de membranas. 
3Q) como agentes de proteccion de paredes. 
Los trigliceridos, digliceridos y monogliceridos que con~ 
tituyen la m~or parte de las grasas neutras naturales, son h:i 
drolizadas por acci6n de las lipasas. 
En los cereales las lipasas intervienen al principia de la 
germinaci6n movilizando los lipidos de reserva requeridos en 
la respiraci6n. 
Los lipidos constitutivos, compuestos complejos polares, 
se encuentran en la materia viva asociadas con otros componen 
... 
tes. 
Los lipidos de las membranas citopla~icas y mitocondria-
les son en su mayoria fosfolipidos. Estas moleculas con un gr~ 
po fosforilado y un resto apolar de diacilglicerol, presentan 




.I Hidrolisis parcial por una ~osfolipasa A. Se obtiene un 
{3 -acil-liso-~osfolipido. 
~T Hidrolisis parcial por una ~osfolipasa A. Se obtiene"·:un 
'-C( -acil-liso-fosfolipido. 
II Hidrolisis de un fosfolipido por una ~os~olipasa B. 
III Hidrolisis parcial por una fosfolipasa c. Se obtiene un 
<)( -~ -diglicerido. 
IV Hidrolisis parcial por una fosfolipasa D. Se obtiene el 
acido fos~atidico. 
V Isomerizacion entre los dos productos de la fosfolipasa A. 
10 
Los galactolipidos, son lipidos·anfipolares con grupos di 
-
gliceridos unidos mediante enlaces glucosidicos a grupos pola 
-
res con una o dos moleculas de galactosa. 
Biosintesis de fosfogliceridos. 
Los principales fosfogliceridos se forman a partir del aci 
do fosfatidico. 
For una reacci6n reversible con el CTP el acido L-fosfati 
dico se convierte en citidin-difosfato-diacilglicerido, que es 
el precursor comun de todos los fosfogliceridos formados por 
esta ruta. 
acido L.fosfatidico + CTP ---,. CDP-cliacilglicerido + PPi 
En las reacciones siguientes, cada una de las cuales es c~ 
talizada por una enzima especifica, la porci6n CMP es desplaz~ 
da por uno de los tres alcoholes siguientes. 
CDP-diacilglicerido + serina --~ fosfatidilserina + CMP 
CDP-diacilglicerido + inositol --~ fosfatidilinositol + CMP 
CDP-diacilglicerido + glicerilfosfato --~ fosfatidil-gliceril-
-fosfato + CMP 
La descarboxilaci6n enzimatica del resto serina de la fos 
-
fatidilserina conduce a la formaci6n de fosfatidil-etanolamina. 
La fosfatidil-etanolamina es el precursor de la fosfatidi! 
11 
-colina, la cual se forma por transferencia de tres grupos m~ 
tilo de tres moleculas del donador de metilo 8-adenosil-metio 
nina a1 grupo amino del resto etanolaminico. 
Existe otro camino que conduce a estos fosfogliceridos co 
rrientes y que permite a organismos que no pueden sintetizar 
celina utilizar directamente la de· <_?rigen·· e{{Qg.~no. 
colina + ATP --~ fosforil-colina + ADP 
CTP + fosforil-colina --~ citidin-difosfato-colina + PP. ~ 
CDP-colina + 1,2-diacilglicerina --~ fosfatidil-colina + CMP 
La fosfatidil-etanolamina se forma por reacciones similares. 
Biosintesis de galactolipidos. 
Ferrari y Benson (15) propusieron el mecanisme siguiente • 
Fotosintesis 










Una de las caracteristicas de las proteinas de semil1as es 
que mientras algunas de ellas son metabolicamente activas, co 
-
roo las enzimas y nucleoproteinas, otra gran parte son metaboli 
camente inactivas. Estas ultimas que varian de acuerdo con 1a 
especie constituyen las proteinas de reserva. 
La distribuci6n de proteinas metabolicamente activas es si 
mi1ar en la mayor parte de los cereales, cuyo contenido osci1a 
' 
de un 8 a un 12 por ciento. 
Las proteinas de reserva en semillas, generalmente tienen 
un alto contenido en nitrogeno y prolina, siendo bajo en tri~ 
tofano y metionina. 
Estas proteinas son atacadas por un grupo de enzimas pro-
teoliticas que liberan una mezcla de aminoacidos libres junto 
con las amidas de los acidos glutamico y aspartico y probabl~ 
mente peptidos sencillos. 
Las proteinas pueden combinarse con los taninos de las en 
volturas precipitando o coagulando. Al elevar la temperatura 
a 70QC las fracciones de ~ y r globulinas son parcial o compl~ 
tamente precipitadas sin afectar a la (IJ globulina. 
l 
Las proteasas y peptidasas actuan sobre todo durante el 
malteado • Siendo aproximadamente el 40 por ciento del nitrog~ 
13 
no soluble formado, nitrogeno formol. 
Las proteasas de la malta presentan una similitud con la 
papaina y el grupo -SH parece indispensable en su accion. 
Sus actividades son maximas en la aleurona y se producen 
' 
despues de la endo-(· -glucanasa y de la \:J\ -amilasa. · 
El acido giberelico puede aumentar ocho veces la actividad 
de las proteasas por lo que influye en la formaci6n de amino! 
cidos, apreciandose en particular el aumento de las cantidades 
de acidos dicarboxilicos y de prolinn, debidos a la degrada•· 
cion de la hordeina. 
La temperatura optima para la degradacion enzimatica de la 
materia nitrogenada es de 45-50 QC llamada temperatura de peE 
tinizacion y pH 6ptimo de 4,6-5, siendo rapidamente destruida 
a 70 QC. 
Se conocen dos peptidasas en la cebada con pHs optimos de 




La germinaci6n de las semillas se continua con el crecimien 
-
to vegetative, que se_manifiesta por un aumento irreversible 
de las dimensiones de la plantula como resultado de dos proc~ 
sos esenciales: elongacion y division celular. 
Para ello se requiere el transporte de las sustancias de 
reserva transformadas en sustancias solu~les. 
Los acidos grasos libres procedentes de la hidrolisis de 
los trigliceridos no se acumulan mas que temporalmente en los 
tejidos, la mayoria de estos acidos no son transportados, sien 
do catabolizados por la ~-oxidaci6n. For el contrario en el 
embrion se acumulan los glucidos. 
La conversion de los lipidos en azucares por el ciclo gli~ 
xilico en el curso de la germinacion de los granos esta bien 
establecida. El carbone de las reservas lipidicas se encuentra 
en parte en los glucidos y en parte en el co2 respiratorio. 
Las materias grasas sirven pues de reservas energeticas y 
de reservas carbonadas. Asi como en el caso de los hidratos de 
carbone el transporte se realiza en forma de glucosa, en el rna 
terial de reserva nitrogenado su transporte no se limita a tra 
ves de uno solo de los aminoacidos, aunque no todos sean trans 
portados en la misma proporcion, pues se sabe que las celulas 
15 
de reserva contienen enzimas que provocan interconversiones de 
aminoacidos requeridos para producir 1as mezelas de estos, ne-
cesarios para la sintesis de proteinas de las celulas del em-
brian. 
El crecimiento de la planta esta controlado por gran nume 
ro de sustancias reguladoras. 
Las sustancias que en pequefias concentraciones regulan una 
funci6n fisiologica vegetal localizada en un lugar aislado del 
de su centro de produccion, reciben el nombre de fitohormonas. 
Entre las hormonas vegetales, auxinas , giberelinas y cine 
-
sinas. consideradas como factores determinantes del crecimien 
-to, la auxina ha sido la mas conocida y estudiada. 
El crecimiento requiere grandes cantidades de energia, ya 
que la mayoria de los procesos son actives dependientes de la 
energia metabolica y las sintesis de la pared celular y de las 
sustancias protoplasmicas son procesos endergonioos. La ener-
gia metabolica producida durante la ruptura del almidon, gra-
sas etc es eoneervada en forma de la energia del enlace fosfa 
to del trifosfato de adenosina (ATP). 
Alimento ------------------~ Energia oxidativa +-----------------------~---> ATP ADP + Pi 
Aproximadamente el 90 por ciento del ATP formado en la ce 
16 
lula aerobica proviene de la fosforilaci6n ligada a1 transpo~ 
te electronico. La energia por tanto liberada por respiracion 
intracelular catalizada por las mitocondrias se utiliza para 
la sintesis del agente transportador de energia (ATP) a traves 
del proceso conocido como fosforilacion oxidativa, 
Los agentes conocidos como desacoplantes de la fosforila• 
cion oxidativa .permiten que la oxidacicin del alimento se reali 
.. 
ce sin fosforilacion, descargando ademas comple·~amente todos 
los compuestos con enlaces rices de energia. 
Por ello estes compuestos: 
a) estimulan la respiracion de las mitocondrias. b) inhiben 
completamente la sintesis de ATP y c) activan la hidrolisis 
del ATP adicionado a las mitocondrias. Consecuentemente, la e 
-
nergia libre del proceso oxidative se libera en forma de calor 
sin que pueda ser utilizada por los procesos endergonicos. 
Respiraci6n 
La oxidacion enzimatica de las sustancias de reserva pro-
duce energia y anabolitos, necesarios para las diversas sinte 
sis de la materia viva. 
El valor del cociente respiratorio co2;o2 puede indicarnos 
la naturaleza del sustrato oxidado. 
En el estudio de la germinncion de les semillas se ha com 
1? 
probado que durante algun tiempo el cociente respiratorio de 
las semillas amilaceas permanece proximo a la unidad, mientras 
que semillas oleaginosas lo dan inferior. 
La conversion de alguna fracci6n de lipidos en glucidos re 
-
queriendo un consume de oxigeno sin la compensacion de un des 
prendimiento de co2 modifica los resultados. 
En el malteado debe tenerse en cuenta el Efecto Pasteur, 
considerando que para cada concentrac~on parcial de o2 se pr~ 
duce un cierto desprendimiento de co2.La difusion del oxigeno 
es primordial y su disminucion puede provocar estados de anae 
robiosis. 
En la germinaci6n de ciertas semillas activamente respir~ 
tes se deshacen las gruesas parades del endospermo constitui~ 
das de hemicelulosas, ya que pueden utilizar tanto galactosa, 
.fructosa y manosa como sustratos por conversion en una d.e las 
hexosas .fosforiladas de la cadena de la glicolisis. 
La formaci6n de las incrustaciones de pentosanas en las p~ 
redes celulares, comprende la epimerizacion de la UDP-glucos~. 
UDP-glucosa --~ UDP-galactosa ~~~ UDP-acido galacturonico --
I 
=2~ UDP-arabinosa ---> Arabanos. 
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El letargo en los cereales 
El analisis comparative entre los cereales nos revela qu~ 
la avena comun presenta una mayor sensibilidad al agua, que nl 
depende solamente de la limitaci6n de entrada de oxigeno al e~ 
brion causada por sus envolturas externas embebidas, sino ta1 
bien por su m~or contenido en sustancias inhibidoDas. 
El estudio de la influencia del clima (humedad, temperat~ 
-
ra),. durante las ultimas fases de maduraci6n del grano en re--
laci6n con su estado de letargo nos revela que los estados de 
letargo mas profundos estan relacionados con ambientes humedos 
y relativamente bajas temperaturas. 
La cebada recolectada en zonas secas y tiempos calurosos 
apenas si presenta estado de letargo, alcanzando en la espiga 
su maduraci6n morfologica y fisiologica. Lo que parece indicar 
que los compuestos inhibidores de la germinaci6n formados en 
sus envolturas verdes se modifican con mayor rapidez en condi 
ciones secas y soleadas. 
Parece, por todo ella, clare que alguno de los inhibidores 
de la germinacion se producen en las partes verdes de las pla~ 
tas gracias a la energia fotosintetica producida en los cloro 
plastos. Estos compuestos solubilizados en forma de glucosi~~~ 
son transportados a los distintos organos de la planta, en don 
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de al liberarse por hidrolisis enzimatica participan en algu• 
na actividad. 
Tambien durante la maduracion morfologica de los granos se 
producen, junto al armazon celulosico de las paredes celulares, 
rellenos de los espacios intermicrofibrilares con sustancias 
diversas de estructura amorfat pectinas, hemicelulosas y lig-
ninc.s. Mientras que las ligninas pertenecen a polimeros deri• 
vades de fenilpropanoides c6-c3, las pectinas y hemiceiulosas 
estan comprendidas en el grupo de los polisacaridos y las ult! 
mas constituyen incluso reservas nutritivas, donde la galacto~ 
sa es el hidrato de carbona comun. 
Los precursores de la lignina (acido ferulico, clorogenico~ 
etc) y sus productos de degradacion tienen un papel importante 
en el letargo y germinaci6n de la semilla~ 
Por otra partre la galactosa puede convertirse en glucosa a 
traves de la siguiente serie de reacciones. 
Galactosa + ATP _g~~~~~~ Galactosa-1-P + ADP 
Galactosa-1-P + UDP-Glucosa -!~~!~£~~~ UDP-Galactosa + 
+ Glucosa-1-P 
UDP-Galactosa -~~~~E~~ UDP-Glucosa 
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Causas del letargo en las semillas 
El letargo en las semillas vivas se defina como la inhabi 
lidad de creaer cuando todas las condiciones ambientales son 
favorables, es decir dependientes de circunstancias internas 
~versibles (1). 
Aunque sea el embri6n, el organa germinative, se habla de 
letargo de la semilla, ya que es di!icil precisar si la inept£ 
tud de una semilla a la germinaci6n es el hecho de un letargo 
embrianario o de una inhibicion tegumentaria, 
Durante el periodo de postmaduracion la semilla alcanza la 
madurez fisiologica y para ello deben ocurrir cambios fisicos 
o quimioos en el interior de las semillas o de sus envolturas, 
y como consecuencia puede alterarse la composicion de los mate 
~ales preaentes, cambiar la permeabilidad de las envolturas o 
desaparecer algun inhibidor natural. 
En contraste a aquellas semillas recien recolectadas, con 
letargo primario, que requieren un periodo de postmaduracion 
para germinar, otras semillas morfologica y fisiologicamente 
maduras pueden perder su disposicion para germinar. Este fen~ 
meno se denomina letargo secundario y puede desarrollarse es~ 
pontaneamente en las semillas debido a cambios reverses ocurri 
-
dos durante la postmaduracion. Algunas veces este letargo es 
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inducido si a laa·semillas se les aplica todas las condiciones 
requeridas excepto una. 
El letargo inducido por exceso de agua se conoce por sen• 
sibilidad al agua de las semillas y se eorrige por tratamiento 
con oxigeno puro o eliminaci6n de sus envolturas externas. 
Pnllock y col. muestran que los granos de cebada no exhi~ 
ben sensibilidad al agua en presencia de_ bajas concentraciones 
de agua oxigenada aunque requieran m~ores eoncentraciones p~ 
ra elevar la energia germinativa de los granos con letargo pr! 
mario. 
Una semilla enterrada pro£undamente no puede germinar debi 
do a la falta de una ventilacion adecuada, baja tension de ox! 
geno o alta de anhidrido carbonico, pero si bajo estas condi~ 
ciones llega a alcanzar el estado de letargo, se conserva du-
rante mucho tiempo y si mas tarde afloran a la superficie de-
bide a las labores de cultivo 1 pueden germinar. Tal es el caso 
del letargo profundo adquirido por semillas de malas hierbas. 
otro caso frecuente en la naturaleza que inhibe la germin~ 
cion sin afectar a la semilla irreversiblemente es la inhibi~ 
cion osm6tica. 
La semilla, con sus envolturas externas semipermeables o 
selectivas, sumergidas en una solucion acuosa se comportan co 
-~ . 
.. . .. ... ~ . -. . ·~ 
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mo una celula osmotica. Si el potencial osm6tico del medio ex 
terno es de tal magnitud que limita el contenido de agua de la 
semilla por debajo de su requerimiento la semilla no germinara 
o disminuira el porcentaje de germinacion. 
Las causas responsables del alto potencial osmotico del me 
dio seran compuestos poco permeables por su tamafio o solubil! 
dad o su naturaleza ionica, por ejemplo polisacaridos, sales 
inorganicas ete. 
En el laboratorio, el uso de compuestos que no penetran 1 
las membranas naturales como manito! e insulina, son junto con 
las sales inorganicas, las mas empleadas para determinaciones 
experimerrtale.s, pudiendo observarse diferencias debido a la t~ 
xicidad i6nica de las sales. 
La semilla sin letargo, tomada una cantidad minima de aguat 
puede iniciar la germinacion , pero cuando el porcentaje de ... 
germinacion obtenido no sea extrictamente una funcion del agua 
tomada en condiciones favorables para la germinacion, y compr2 
bado que el pH del medio esta dentro de los limites adecuados, 
debe pensarse en la existencia de compuestos inhibidores de la 
germinaci6n en el medio. 
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Inhibidores naturales de la germinaci6n 
. . " Un gran numero de sustancias pueden inhibir la germ1nac~on. 
Todos aquellos compuestos que san generalmente t6xicos a los 
organismos vivientes pueden tambien a concentraciones t6xicas, 
inhibir la germinacicn, simplemente matando la semilla. 
Los compuestos que pueden inducir letargo, por tanto no d~ 
ben afectar a la semilla irreversiblemente, es decir, que el~ 
minado el inhibidor durante el periodo de postmaduracion o co~ 
trarrestada su acci6n por promotores de la germinaci6n, esta 
podra germinar de nuevo. 
Los inhibidores de la germinacion pueden ser definidos c~ 
mo sustancias naturales producidas por las plantas o sustancias 
semejantes, capaces de inhibir o retardar la germinacion de 2. 
las semillas sin perdida de su capacidad germinativa. Por su-
puesto, no todas las semillas seran igualmente sensibles al 
mismo inhibidor. 
La naturaleza quimica de la mayoria de los inhibidores, 
puezt~·s de manifiesto mediante ensayos biologicos es aun des-
conocida. Siendo aisladas gran variedad de estas sustancias in 
hibidoras de los distintos organos de las plantas, especialme~ 
te de semillas y frutos. 
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Clasificaoion 
Aldehidos.- En general, todos los aldehidos son inhibido-
res de la germinacion~ El acetaldehido es un potente inhibidor 
y puede ser liberado por las semillas inmaduras de guisantes 
y de maiz y en semillas sumergidas en los medias. 
Los aldeh{dos de compuestQs fenolicos son los mas conoci-
dos. por ejemplo vanillina, aldehido salicilico, etc. 
Acidos organicos.- Independientemente de su influencia en 
el pH del medio, Varga indica como esenciales a los acidos or 
ganicos de Cadena Carta (acidos maleico, citrico, acetico) y 
a los acidos aromaticoi. 
Los acidos aromaticos son compuestos muy frecuentes en to 
I dos los organos de las plantas. Entre ellos, los ~cidos cina-
micos y sus derivados fenolicos (~cidos ferlilico, cafoico) son 
los m~s estudiados. 
Aminoacidos.~ Los aminoacidos pueden ejercer alguna funcion 
inhibidora de la germinacion. El estudio detallado de las frac 
ciones inhibidoras de cariopsis inmaduros de trigo realizados 
por Hubac pone de manifiesto que la prolina es el principal con 
tenido en el albumen~ 
La hidroxiprolina y el triptofano tambien han sido mencio 
nados como inhibidores de la germinacidn. 
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Lactonas insaturadas.- La cumarina puede inducir sensibil! 
dad a la luz er. variedades de semillas de lechuga que no requ~ 
rian luz para su germinaci6n. La cumarina y sus derivados se 
encuentran muy extendidos en la naturaleza. La escopoletina es 
un inhibidor importante natural de la avena. 
Ftalidas.- Tambien presentan acciones inhibidoras. La hi-
droxiftalida ha sido aislada de granos de avena. 
El acido parasorbico y la anemonina son tambien inhibido~ 
res de este tipo. 
Sustancias gaseosas y volatiles.- El acido cianh{drico se 
libera por hidrolisis de la amigdalina, heterosido contenido 
por las semillas de las Rosaceas. 
El amoniaco es un inhibidor muy fuerte y puede liberarse 
mediante hidrolisis enzimatica de compuestos nitrogenados. 
El etileno emitido por maduracion de los frutos carnosos 
tambien puede tener alguna accion inhibidora e igualmente se 
puede decir de las esencias de mostaza liberadas de los hete-
rosidos de semillas de cruciferas. 
El complejo inhibidor de los jugos de diversas plantas pa 
-
rece corresponder al inhibidor de Bennet-Clark y Kefford, pr~ 
sente en numerosos organos con letargo ·y en los cariopsis in-
maduros de trigo. Puede ser atribuida una parte de su activi-
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dad al acido abc1sico. 
Evenari (16) menciona a los alcaloides como frecuentes in 
hibidores de la germinaci6n. 
Adem as, ciertos compuestos flavonicos, como la Naringerina., 
y naftoquinonicos, como la junglona, cuyos efeetos toxicos pu~ 
den ser reducidos por glicosilacion de uno o mas grupos hidro-
xilos. 
1'1odo de accion 
Los fen6menos de inhibicion de la germinacion son comple~ 
jos, y por ella, la regla de los inhibidores poco conocida. 
Las mismas sustancias que son inhibidoras a altas conoen-
traciones pueden estimular cuando estan convenientemente dilui 
das. Inhibicion y estimulacio·n son efeetos causados por sust~ 
cias diferentes, de cuyo balance en los extraetos crudes depe~ 
de la accion total. 
El inhibidor puede sufrir modificaciones en la composicion 
quimica que conduzcan a la perdida de su actividad inhibidora 
e incluso convertirse en estimulante. 
Aunque la presencia de sustancias inhibidoras en los extra~ 
tos sea buena orientacion, es precise recordar con Thiman que 
ello no prueba con certeza la existencia de tal funcion "in vi 
VO II • 
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Inhibidores del crecimiento 
Conociendo que el crecimiento es un fenomeno complejo con 
-
viene considerar la accion de los compuestos quimicos sobre a 
-
quellos procesos mas conocidos que posteriormente se pueden 
integrar. 
El transporte del agente al interior de las celulas embrio 
-
narias es el primer proceso a considerar. En algunos casas se 
requiere un transporte activo y en otros incluso la fosforila 
-
cion del agente por el ATP. 
La diYision celular es proceso que requiere la sintesis de 
DNA y la fosforilacion oxidativa, de tal forma que la veloci-
dad del desarrollo mitotico est~ relacionado con el nivel de 
ATP. 
El aumento de la respiracion durante el crecimiento pone 
de manifiesto que los procesos anabolicos superan a los cata~ 
bolicos y que la mayor parte de esta energia proviene de la 
fosforilaci6n oxidativa •. 
Por ello ha de tenerse en cuenta todos los inhibidores de 




Inhibidores de la respiracicin 
En las plantas superiores, si bien algunos de sus tejidos 
pueden soportar temporalmente anaerobiosis, con frecuencia, no 
pueden vivir en anaerobiosis completa. 
La respiracion utiliza generalmente la glicolisis como pr! 
mera fasey para ello los inhibidores de la enolasa y de la trio 
safosfatodeshidrogenasa impiden la respiracion en presencia de 
glucosa, a·condicion de que el ciclo de las pentosas sea inop~. 
rante, pero no impiden la respiracion en presencia de piruvico. 
En la germinaci6n de las semillas oleaginosas se realiza 
tambien el ·:.ciclo del glioxilato. 




Acidos grasos ~~~~> Acetil CbA 
. ~---Fosfopl.ruvato ' 
---~ 
Succinate 
For otra parte los inhibidores de la cadena respiratoria 
terminal, como cianuro, pueden impedir la oxidacion con apari 
-
cion de alcohol, texico cuya oxidacion en las plantas se hace 
eon dificultad. 
Los eompuestos disociados penetran con dificultad en las 
celulas y por ello el acido malonico a pH 7 no inhibe la resp! 
racio'n de celulas de zanahoria. 
Inhibidores de la fosforilaci6n oxidativa 
Los desacoplantes tipicos 2,4-dinitrofenol, dicumarol, aci 
do salicilico etc, suprimen la produccion de ATP pero incluso 
intensifican el desprendimiento de o2 agotando las reservas sin 
renovaci6n. 
Parece igualmentet que cuando la oxidacion del acido ascor 
bico y la polifenoloxidasa suplantan a1 sistema citocromo-oxi 
dasa, la produccion de ATP se encuentra afectada. 
Antimitoticos 
Entre los antimit6ticos sencillos son de gran interes aqu~ 
llos compuestos altamente reactivos, como agentes alquilantes 
(di(2cloroetil)metilamina, -propiolactona etc) que por combi-
narse rapidamente eon los centres nucleof{los del DNA o de sus 
precursores producen aberraciones cromosomaticas independien-
temente de los procesos oxidativos. 
Otros de gran reactividad son la hidroxilamina y la hidra 
eida maleica. El primero reacciona con la citosina y el segu!: 
do parece deber su aot~vidad biologioa al hecho de reaccionar 
con los grupos sulfidrilos. 
Glucosido tipo Iridoide 
Analizadas las semillas de malas hierbas de sembrados y 
prados, eapaces de sumirse en letargos profundos, se advirti6 
la presencia de inhibidores de la germinaci6n y del crecimien 
De las plantas de la familia de las Escrofulariaceas se ha 
aislado un heteroglucosido "tipo Iridoide" (1?) que se carac-
teriza por contener un anillo ciclopentanopirano, donde el g~ 





Estos compuestos contienen acido benzoico en forma de es 
tert que se libera por saponificaci6n. Correspondiendo los ma 
ximM de absorci6n a 230 y 273 run a este acido. 
La determinaci6n de la estructura quimica de este compue~ 
to se realiza en el Departamento de Productos Naturales del 
Institute de Quimica OrgAnica •. 
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• I Modo de acc~on de las auxinas 
Las auxinas son capaces de estimular los dos procesos ese~ 
ciales del crecimiento, pero aun se desconoce su modo de ac~· 
ei6n. 
Se estudia su intervenci6n a nivel de membrana en el pro-
ceso de elongaci6n y se orientan las investigaciones hacia u-
na modificacion de los factores de la sintesis prote1ca o nu4 
cleoprote1ca con respecto a la division celular. 
Por otra parte se conoce la destrucci6n oxidativa de las 
auxinas naturales por el sistema AIA-oxidasa, que al no des-
truir los compuestos sinteticos auxinomim~ticos se acumulan y 
llegan a ser t6xicos (herbicidas), asi como la distinta sensi 
bilidad de las celulas de raices y de tallos frente a una mis 
rna concentraci6n externa de la auxina. 
AIA-oxidasa 
El mecanisme regulador de la concentraci6n endogena y li 
bre de la fitohormona ante las exigencias fisiologicas del or 
ganismo vegetal nos lleva ante los dos problemas fundamentales .• 
Anabolismo auxinico,biosintesis, y catabolismo auxinico o 
biodegradacion,(l8). 
Entre las enzimas responsables del catabolismo de las au-
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xinas y ciertas hormonas vegetales por ejemplo las giberelinas 
existen toda una serie de relaciones.La modificacion del cata 
·-
bolismo auxinico y por tanto del nivel endogene de la auxina 
no depende solamente de las enzimas sin6 tambien de las aeti• 
vidades de los sistemas donde gran n~mero de factores ejercen 
sus acciones positivas y negativas. 
La enzima responsable de la degradacion de la fi~ohormona 
en los cereales no ha sido aislada, pero se conoce mejor la a2 
cion de las oxidasas y su participacion en este fen6meno. 
Formaci6n de complejos. 
Ciertos compuestos organicos reaccionan en frio con la au 
xina formando complejos moleculares (19), en los que las mole 
.. 
culas estan unidas por una debil fuerza de valencia secundaria, 
la cual no puede considerarse como un enlace claramente definf 
do. Estas moleculas, pucden reaccionar a mayor temperatura, .· 
formando un complejo organico estable. 
El complejo AIA-acido aspartico puede servir de tipo de ~ 
na serie de complejos formados por la union de la auxina y de 
un aminoacido (amida 6 polipectido) e igualmente podemos con~ 
siderar a los complejos auxina-quinona. 
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Afinidades de los compuestos fen6licos 
Los complejos moleculares organicos formados por el acido 
indol acetico y los difenoles, ya puestos de manifiesto en 1961 
por Leopold y Fulmer (20), son muy poco estables y su observ~ 
ci6n indirecta puede revelarnos las distintas afinidades de ~:. 
los compuestos fen6licos. La auxina determinada por el react~ 
vo de Salkow·eky se oxida a un compuesto rojizo valorado color~ 
metricamente, siendo enmascarada por la presencia de difen~ · 
les. Logicamente, debe tenerse encuenta la reactividad y el 
poder reductor de estos compuestos, aunque el hecho de que sus 
formas oxidadas (quinonas) a las mismas concentraciones pro-
duzcan efectos similares, nos induce a considerar que la for~ 
maci6n del complejo con la auxina estabilizado por la reaccion 
sea la causa principal del enmascaramiento. 
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Transporte activo y sistemas ATP-asicos en las raices de los 
cere ales 
La absorci6n de sales por la raiz se realiza a traves de 
los mecanismos (21) 
Difusi6n ===; Cambios i6nicos ---~ Absorci6n activa 
El cambia cationico puede efectuarse tambien por contacto 
directo de la zona pilifera con particulas del suelo que con~ 
tengan cationes intercambiables, especialmente por el ion H3o+ 
procedente de la respiraci6n de la planta. 
Los pelos absorbentes funcionan, en efecto, como verdade~ 
ros cambiadores de iones y su capacidad de cambia cationico es 
mucho mayor en las plantas dicotiledoneas que en las monocoti 
ledoneas. 
Los fenomenos de difusion y de ~ambio ionico se localizan 
en el espacio libre celular y es un proceso reversible. 
La absorcion activa especifica es un proceso irreversible 
y requiere energia metab6lica. 
Los procesos competitivos-, antagoniaos e incluso sinerg~ 
ticos entre iones desarrollan la teoria de los transportadores. 
La posibilidad de una acumulaci6n apreciable de sales lim! 
tada a las celulas de crecimiento o por lo menos en las que no 
han perdido esta capacidad conceden credito a los sistemas que 
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se fundamentan en la intervenci6n del ATP o de las moleculas 
ricas en energia que provienen de ~1, para la sintesis o acti 
vacion de los transportadores. 
Un fenomeno de caracter tan polarizado como la permeabil~ 
dad y transporte celular requiere por su caracter endergonico 
energia metabolica mediante la intervenci6n del ATP y mecanis 
mos adecuados. 
El + + . 11 transports de Na y K a traves de membranas ce u ares 
animales esta fuertemente asociado con la hidrolisis del ATP 
envolviendo la fosforilaci6n de algun compuesto intermedio. 
Skou identifico a las ATP-asas transportadoras de iones cuyas 
actividades requieren Na+, ~ en determinadas proporciones y 
son inhibidas por los glucosidos cardiacos. 
Asi, la ATP-asa de la membrana orientada convenientemente 
puede efectuar el mecanismo de transports de Na+y K+. 
Las membranas citoplasmicas de diferentes microorganismos 
contienen tambien ATP-asas con ciertas propiedades en comun P~··· 
ro distintas de las descubiertas por Skou y por supuesto de -
las mas estudiadas ATP-asas mitocondriales relacionadas con la 
fosforilaci6n oxidativa. 
Los fenomenos de sinergia y antagonismo al nivel de iones 
se produce ya en los procesos de absorcion. 
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En las plantas se conoce de antiguc el hecho de que la pr~ 
senoia de K+ en el medic de cultivo generalmente modera la ab 
sorcion del Na+, asi como el antagonismo entre el ca++ y los 
metales alcalinos. 
Un exceso de ca++ origina tambien carencia de Mg++ 
• 
Otro ejemplc clasico es el antagonismo Fe/iones metalicos 
que puede provocar carencias inducidas. En el caso Fe/Mn se ha 
pensado que un exceso de Mn puede mantener al Fe en estado ox! 
dado e inactive en las plantas. 
La influencia del pH del medic juega tambien un papel im-
potante en estos procesos. 
El estudio de la actividad ATP-asica conjunta en raices 
de distintos cereales, ha permitido suponer especificidades nu 
tritivas bien determinadas. 
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PARTE EXPERIMENTAL· 
I.-MATERIALES Y METODOS 
Materiales 
-......................... _ ... 
Granos de cebada cervecera (Pallas~, centeno (Petkus), tri 
_, 
go (Ariana) y avena (Oro II) recolectades en Castilla, selec-
cionados y esterilizados. 
Las semillas germinan asepticamente en cajas/petri ester~ 
lizadas en autoclave con papel de filtro como soperte. 
La germinaci6n se efectua a temperatura ambiente (18-20QC) 
6 28 QC en estufa, durante veinticuatro, cuarenta y echo 6 se 
tenta y des horas. 
Extracto enzimatico crude 
-~-~~--~~-----~-~-~-~~ 
Para la ebtenci6n del extracto enzimatico crude se tritu-
ran granos naturales, plantulas, raices o tallos del cerres-
pondiente cereal, que se recogen en un volumen determinade de 
H2o, NaCl 0,15 M 6 soluci6n tampenada .• 
Por centrifugaci6n a 2000 g durante 15 minutos se separa 
el supernadante que contiene la preparaci6n enzimatica. 
Purificaci6n del extracto enzimatico crude 
~~-------------~-~---~~----------~-~----
a) Tratamiento con carb6n activo 
El extracto crudo tratado con carb6n activo mediante agi-
taci6n durante 15 minutos, se filtra a traves de papel de 
40 
filtro Albert nQ 242 para eliminar completamente el carbone 
Con este tratamiento de separaci6n de compuestos macromolecu-
lares y poco disociados se prepara un sistema enzimatico li-
bre de compuestos fen6licos. 
b) Eluci6n a traves de columnas de Sephadex 
La separaci6n de la fracci6n proteica de los demas compue~ 
tos del extracto se realiz6 en columnas de 2x50 em, e~gadas~. 
con Sephadex G-50 6 ~200 Fine hasta una altura de 42 em, equi 
-
libradas a baja temperatura con soluci6n tamponada de fosfatos 
22 mM pH 6,8. 
e) Dialisis 
El extracto crudo en saco de dialisis Sigma, frente a una 
soluci6n tamponada durante un periodo de tiempo determinado, 
nos permite obtener un extracto libre de pequefias moleculas de 
soluto. 
La extracci6n de lipidos totales se realiz6 con eereales 
en distintos estados de germinaci6n, segun el procedimiento d~ 
Bligh y Dyer (22). Para granos completes se utilizaron 50 un! 
dades, y 100 unidades se cortaron de forma que el embri6n qu~ 
dase intacto y con la menor cantidad posible de endospermo. 
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El material se lleva hasta 5 ml de medio acuoso por adi .. -,.· 
6i6n de agua o soluci6n de sacarosa al 8,5 por ciento y des-
pues de hervirse durante 15 minutes en baiio de agua, para la 
destrucci6n enz~~tica, se macera con adici6n de 15,5 ml de la 
mezola metanol/eloroformo 2,1:1 v/v, con un 0,02 por ciento 
del antioxidante butilato de hidroxitolueno. 
El homogenizado en atmosfera de nitrogeno se agita espor~ 
dicamente y despues de una hora se separa la fase liquida por 
centrifugaci6n. 
Los extractos combinadas de cloroformo lavados con cloro-
formo/metanol/NaCl al 0,58 por ciento 3:48:4?, se concentran. 
Disolviendose los lipidos totales secos en cloroformo/metanol 
I 
2:1 a volumen constante. 
La separaci6n de los lipidos de reserva se efectu6 por cro 
-
matografia en oapa fina de 500 ~1 de lipidos totales. 
I 
Como sistema de desarrollo se utiliz6 hexano/eter/acido 
acetico 70:30:1 y como reveladores vapores de iodo 6 acido sul 
furico. 
Los lipidos polares se separaron por cromatogra.fia en ca~-
.. . -~· .. .• 
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pa fina desarrollada en dos dimensiones en los sistemas: 
I cloroformo/metanol/agua 65:25:4 y II butanol/acido acetico/ 
agua 60:20:20 en placas previamente lavadas con metanol/clo-
rotormo /acido acetico 2:1!1. 
Las manchas se detactaron eon vapor de iodo 6 con reacti• 
vos especificos de los distintos componentes lipidicos (Dra-
gendorff, ninhidrina etc). 
Malas hierbas seleccionadas 
----- __ ....... _ _.~--------... -----------
"Euphrasia rubra", planta anual, mala hierba de los sem-
brados, recolectada durante la primavera en Tierra de Campos. 
"Odontitis rubra", mala hierba de los prados, recolectada 
durante el otofio en Tierra de Campos. 
Extraecion 
En el esquema de extracci6n de los compuestos de natura-
leza glucosidica se pretende eliminar material graso y cloro~ 
f'ilico ,. asi como galotaninos. 
Material molido de la planta seca 
• • • • • • • • • • 10 g 
Maceraci6n en metanol/agua al 90 por ciento 
durante varies dias a temperatura ambiente •• • • • 
Fil traci6n y lavado.. . • . • •. • .- .. . . . . . . . . . . 
Concentraci6n a vacio y trompa 
• 100 ml 
50 ml 
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Tratamiento oon eter de petroleo (eliminaci6n de material gr~ 
so clorofilico). 
Extracci6n con cloroformo de la soluci6n hidroalcoholica en 




Soluci6n acuosa Soluci6n cloroformica 
Tratamiento con acetate de etilo 
-·--· ··-· ·------ .. --·- . -~ .... ____ ·-· ·--i 
Soluci6n acuesa Soluci6n de acetate de etilo 
Algunas veces se ha realizado la precipitaci6n con aceta 
to de plomo en presencia de Caco3 para eliminar algunos com~ 
puestos fen6licos, y del extracto acuoso concentrado se ob-
tienen los glucosidos (especialmente el m~s disociado) por 
I 
tratamiento exhaustive con acetate de etilo. 
Las tres solucionas separadas anteriormente contienen in-
hibidores de la germinaci6n y del crecimiento, mostrando las 
pruebas germinativas a distintas concentraciones gran simili-
tud entre los extractos de las dos plantas. 
De los extractos cloroformicos se obtuvieron 0,35 g de la 
planta Euphrasia rubra y Ot3 g de la Odontitis rubra. 
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Metodos 
~. . ..... 
Esterilizaci6n 
----.-....-~._._,-
Los granos de cereales se esterilizan por inmersi6n dur~ 
te 20 minutes en soluci6n 0,5 % aproximadamente de hipoclori-
to s6dico (NaCiO) reoi~n preparado a partir de Ca(Cl0)2 y 
Na2co3 y acidulada con ClH a pH 6. Los recipientes de vidrio 
para la germinaci~n se esterilizan en autoclave. 
Medios nutrientes 
~~~~--~~-~-~--
El media nutritivo generalmente utilizado es complete en 
cuanto a compuestos inorganicos, tamp.onado a un pH fisiologi-
eo y con un hidrato de carbono asimilable. 
En las pruebas de asimilaci6n se utiliza el mismo media 
nutriente agarificado y sustituyendo el hidrato de carbona asi 
milable por la sustancia problema. 
Soluciones concentradas: 
I ... Soluci6n tamponada de fosfatos 66 mM, pH 5,6 
II - Soluci6n de macrometales 
Se disuelven 10 g de Ca(N03 )2 .4H2o, 2,5 g ~No3 , 5 g 
MgC12 .6H20_y 2,5 g KCl en un litre de agua. 
III - Soluci6n ferrica 
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dei agua. 
IV • Soluci6n de micrometales 
Se disuelven 2 g Mn ,_so4 .,H2o, 0,2 g Zn~o4.7H2o, 0,5 g KI,, 
O,l H3Bo3 , 0 11 Ti2(so4 )3 , 0,1 g NiS04 .?H2o, 0,1 g Coc13• 
6H2o_, 0,1 g Cuso4 .,5H2o, 0,2 g (NH4 ) 2Mo04 en un litre de 
agua. 
V - Factores de crecimiento 
a) Se disuelven 20 mg de vitamina Ei' 10 mg de vitamina B2 , 
100 mg de vitamina B6 , 10 ~g de ?antotenato calcico, 1 
mg de inositol en 100 m~ d~ agua. 
b) Se disuelven 10 mg de biotina en 100 ml de alcohol iso-
propilico al 10 por ciento. 
e) Soluci6n de lOC·mg de clorhidrato de cisteina en 100 ml 
de agua. 
d) Se disuelven 100 mg de acido p-aminobenzoico y 10 mg de 
acido folico en 100 ml de agua. 
VI - Azucar 
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Composici6n del medio nutriente completo 
!:!~<!i£_!!:2~~2 
I • • • 100 ml Va ••• 2,5 ml 
II 10 It • • • Vb 1,0 It • • • 
III 2 " • • • Vc 5·0 II .. • • 




Azucar .30,0 g 
H2o hasta un litro 
Soluci6n de antibioticos: 
Penicilina G Sodica • • • 
• • • • 50 mg 
Sulfato de Estreptomicina • 
• • .~~00 mg 
Se adicionan a los medios esterilizados en la proporci6n del 




La cantidad de fitohormona que permanece en el medio, se 
determina colorimetricamente a 535 nm mediante el reactivo de 
Sabkowsky a los doce minutos de reacci6n. Los valores se ex-
presan en tanto por ciento de. AIA destruido, en las tablas, y 
en los graficos en densidades optieas n.o frente a tiempo. 
La destrucci6n oxidativa de AIA se verifica en tubos an•-
chos (2,5 em de diametro) con agitaci6n esporadica a 30 QC de 
temperatura y en un volumen total de 6 ml de mezcla, general~ 
mente a pH de 5 16 utilizando soluci6n tamponada de fosfatos de 
22 mM. Muestras de 1 ml a tiempos de 5, 10, 30,y 60 minutos se 
vierten sobre el reactivo (8 ml de reactivo Salkowsky + 1 ml 
de alcohol et!lico) agitandolo a continuaci6n. 
El reactivo Salkowsky utilizado se prepar6 con 3 ml de so 
... 
luci6n de cloruro f~rrico (40,5 g/ 100 ml de agua destilada), 




Las peroxidasas catalizan la oxidaci6n por peroxides de 
una gran variedad de sustancias muchas de las cuales tienen 
fuertes bandas de absorci6n por si mismas o por sus produc-
tos de oxidaci6n• 
a) Peroxidasa: extracto de raiz purificados en Sephadex 
Sustrato pirogalol 
Su determinaci6n se basa en la formaci6n de purpurogalina 
a partir del pirogalol por el metodo de Willstatter y Stoll 
con arreglo al esquema siguiente: 
1,25 g de pirogalol en 500 ml (20mM) 
0,2 ml de agua oxigenada, 12;5 mg en 500 ml (0,?4 mM) 
500 ml tampon pH ?·, llmM. 
Se inicia la reaccion con 1 ml de problema y se paraliza 
agregando 5 ml de acido sulfurico 5 N. Se extrae con eter su1 
flirico y se enrasa a 25 ml midiendose despues a 430 nm. 
Las pruebas se hicieron dividiendo los 500 ml en fraccio-
nes de 50 ml y agregando 1 ml de muestra problema a cada uno. 
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Actividad amilolitica total 
La soluci6n enzimatica convenientemente diluida y la solu 
ci6n tamponada de almid6n mantenidas a la temperatura del en• 
sayo se mezclan suavemente en partes iguales y se incuban a 
temperatura constante (25 QC). A intervalos de tiempo de tres, 
seis y doce minutes se toman muestras de 0,2 ml que rapidamen 
... 
te se vierten en frascos volumetricos de 25 ml y conteniendo 
2 ml de reactive I 2/IK o 
La mezcla se enrasa a 25 ml con agua destilada y bien ho~ 
mogenizado se efectua la lectura de su absorbancia a 610 nm 
frente a blancos correspondientes. 
La medida de la actividad ~-amilasa se expresa en D.O 6 
por el reciproco del tiempo · .. (1/t) romc.do en m'inutos 
para un cociente de extinci6n (Er) igual a 0,5. 
Definiendose este cociente como la relaci6n de la D.o610 
en un tiempo T a aquella en el tiempo o. 
Actividad diastasica 
Se expresa por las diferencias entre volumenes de tiosul~ 
fato sodico 0,05 N gastados en la valoraci6n de iodo liberado 




Este metodo se basa en la oxidaci6n de la materia reduc-
tora producida por digesti6n enzimatica del almid6n durante 
una hora a 25 QC con ferricianuro por iodometria. 
Actividad ATP-asica 
.--..-..-....--------------....-
Se expresa como moles de fosforo/ml de extracto • .minuto.-
Los extractos purificados (separaci6n cromatografica en col~ 
nas de Sephadex 6 dialisis) son incubados a 282C en presencia 
de una soluci6n conocida de ATP, iones Mg 6 Ca, inhibidores y 
tampon Tris/ClH 0,1 M a pH 7 (6 el optimo) hasta un volumen 
de 2 ml. durante un periodo determinado de tiempo. 
La reacci6n se paraliza por adici6n de acido perclorico 
al 12 % y la determinaci6n de fosforo se realiza segun meto-




Los acidos grasos insaturados que tienen mas de un enla-
ce doble, pueden isomerizarse por tratamiento con KOH a tem-
peratura elevada y transformarse en acidos grasos en los cua-
les los dobles enlaces estan conjugados. Puesto que los do-
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bles conjugndos muestran una ~bsorci6n caracteristica a 230 
nm, los acidos grasos poliinsaturados pueden determinarse por 
espectrofotometria, despues de su previa isomerizaci6n. 
-CH=-CH-CH:2-CH=CH _!~~me~iz a~ ~- ::c~-CH=CH-CH=CH-
alcal1na · 
1.:-CH=CH-CH=CH-CH2-. 
Sistema resonants con dobles enlaces conjugados. 
Siguiendo el metodo de Herb-Riemenchineider (23) 1 1/8 de 
los lipidos totales obtenidos fueron saponificados con KOH en 
medio alcoholico a 18QC durante 15 minutos y diluidos a 25 ml 
con metanol, para su medida espectrofotom~trica. 
Proteinas 
------
Apreciaoi6n r~pida -en extracto acuoso convenientemente di 
luido- por medida espectrofotometrica a 280 nm. 
Valoraci6n seg~n metoda de Lowry y col. utilizando albumi 
na de suero como proteina standard y medida de densidad optica 
a ?50 nm •. 
La determinaci6n de pequefias cantidades de nitrogeno se 
realiza por digesti6n con so4H2 en matraces Kjeldahl de 50 c.c 
catalizado con trazas de selenio y agua oxigenada. 
La medida directa del amoniaco en las soluciones se reali 
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za colorimetricamente con el reactivo Nessler bajo control 
exacto del pH. 
Fosforo 
Basades en el proeedimiento de Rouser (24) para la determi 
-
naci6n auantitativa de fosforo de las manchas detectadas con 
iodo - previa eliminaci6n del iodo- se digieren con ~cido peE 
clorico al ?0 % durante 25 minutos a 250-300 20. 
Enfriado y diluido con agua se desarrolla el color eon mo 
libdato en presencia de ~cido ascorbico mediante calentamiento 
en bafio de agua a ebullici6n durante siete minutes exactos. En 
-
friando rapidamente se centrifuga y mide el supernadante claro 
a 820 run. 
Hidrates de carbone _.____. ... _________ _,..._..._~ 
Su determinaci6n se realiza con reactive Antrona seg6n tee 
-
nica de Sunderwirth (25). 
Materia reductora 
Se valera como glucosa mediante adaptaci6n fotometrica del 
m~tode de Somogy-Nelson. 
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II.- CRECIMIENTO DE EMBRIONES 
MICROMALTEADO. RESPIRACION 
• 
Crecimiento de embriones 
........_._-~-------------------------------
El crecimiento se llevo a cabo en tubos, con granos de ce 
-
bada desprovistos de envotolturas externas, cortados transver 
salmente y con la menor parte posible de endospermoo 
Los tubos que contenian 5 ml de medio nutritivo completo 
agarificado y donde el azucar era sacarosa, se esterilizaron 
en autoclave. 
Los reguladores del crecimiento, disueltos en soluciones 
de urea y esterilizados con alcohol isopropilico se adiciona~ 
ron a los tubos precalentados ( 60-70 QC ) para obtener una so 
luci6n final homogenea. 
Concentraciones finales: 
Control • 
• • • • urea 10-
4 H 
AIA • • • • • • • urea 10-
4 M + AIA 10-5 M 
GA3 • • • • • • urea 10-
4 M + + GA3 10-5 M 
AIA/GA3 • • • • • urea 10-
4 M + AIA 10-5 M + GA 10-5 N 3 
Isopropanol ••• 0,02 por ciento 
La soluci6n f~rrica se adiciona independientemente en el 
momenta de la preparaci6n del medio. 
La soluci6n de biotina se adiciona en su parte proporcio-
nal a cada tuba 
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-
Crecimiento de embriones despues de setenta y dos horas de 
germinaci6n. 
Control AIA GA:2i AIA/GA~ 
·Raiz em 9,2 0,9 6,8 0,9 
Tallo em 11,7 3,5 13,0 12,5 
Tallo 
r- , ... 






I ,... I 
r1 I I fZ"T I 
AIA 
El ~cido giberelico, como regulador del~ecimiento a con-
centraciones de 5.10-6 M, contrarresta la acci6n inhibidora 
de la misma concentraci6n del·~cido indol-3-ac~tico en el ta-
llo de la plantu1a pero no en la raiz, poniendo de manifiesto 
. . 
que ambos organos muestran distinta sensibilidaQ..haeia la fi-
tohormona. 
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Micromalteado de crecimiento controlado - . -- _____ ...,_,_....... ..._..., ~-
Dado que la eonjugaci6n de tecnicas de multiples remojos 
con las de inhibici6n pueden aumentar el proceso de germina-··. 
ci6n y a la vez controlar el crecimiento, la germinaei6n se 
llevo a cabo con 50 granos de cebada en Erlenmeyers de 100 ml 
oon tubuladura lateral y 4 ml de medio a tamperatura ambiente, 
segin esquema, 
Tiempo Operaci6n 



















Lavado y analisis 
Sol. tamponada de fosfatos 22 mM l0-6 M 
Sol. tamp. + GA3 5.10-5 M 
Sol. tamp. +: ~ro3 10-2 M 
Sol. tamp. + Cumarina 10-4 M 
Sol. tamp. + Formaldehido 1,1?.10-2 M 
5? 
Ensayos: 
N/N •••••.. ~~dio normal renovado 
•••• # 








• • • • • 
... ,., . 
••••• 
••••• 
• • • • • 
Analisis: 
Medio normal sustituido por Cumarina 
Media normal sustituido por Formaldehido 
Media activante renovado 
Media activante sustituido par Bromate 
Medio activante sustituido por Cumarina 
Medio activante sustituido por Formaldehido 













• • • • • 
••••• 






Lipidos: Equivalents de acido palmitico en mgs de 25 granos. 
Extracci6n con cloroformo/metanal 2:1 en caliente.Ev~ 
poraci6n a vacio y redisoluci6n en eter de petraleo. 
Actividad amilolitica total: Cinco granos macerados en NaCl al 
0,5 por ciento ·y enrasados a 10 ml. Centrifugaci6n y 












N/Br .31 .29 .26 1,0-1,2 
N/C .32 .30 .24 1,1-1,3 
N/F .31 .35 .16 1,2-1,5 
G/G .30 .22 .07 2,4-3,2 
G/Br .31 .27 .15 1,3-1,7 
G/C .33 .29 .21 1 1 2-1,6 




495 - 238 
487 - 195 
553 - 216 
528 - 206 
575-·-· 319 
491 - 225 
537 - 302 






















La utilizaci6n en malteria del acido giberelico, requiere 
un cuidadoso control y conjugaci6n con sistemas inhibidores 6 
frenantes. Procurando disminuir la actividad proteolitica o ~ 
conjunto de proteinas solubles y reducir el desarrollo vigore 
-
so. 
El control del desarrollo, realizado por Kropff con atmo~ 
fera de mayor contenido en co2 y por Pollock (7) por inmersi6n 
en agua se puede llevar a cabo facilmente con inhibidores de 
la divisi6n'6e1ular como bromate potasico. 
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Ensayos relatives a 5 granos germinados, 1 m1 de H2? y 0,2 
ml de KOH 2 N en aparatos respirometros Warburg a 30 QC. 
•izie.d.fo .......... ____ . __ "'"-·· r--· . . ... __ . ___ ....... •·' ..... ----- ' T 
lgermc N/N N/Br N/F ' : f-o 
I 
ITiempo ~1 ~1 ~I ~minutes 02 ·o 2 
I 
' 5 7,5 2,0 4,0! i I 
10 11,5 3,0 5 ol 
' f 
I 15 17,0 7,0 7,0, 
t 
( 30 . 40 0 19,0 14,0i I 
' 
! i ., 
t 60 83,0 42,0 20,01 l I 
90 127,0 63,0 28,01 I 
I 120 161,0 78,0 26,o; I 
I. f 
- F 
~;: Cfo t 
E1 ~cido gibere1ico activa marcadamente la respiraci6n 
de los granos dG cebada durante la germinaci6n y e1 bromate 
y formaldehido la inhiben fuertemente. 
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La germinaci6n se llevo a cabo en cajas/petri de nueve ems 
de diametro., durante veinticuatro y cuarenta y ocho horas en 
cebada, a temperatura ambiente_ y en presencia de 4 ml. de sol~ 
ci6n tamponada de fosfatos 2,2. 10-6 M 6 GA3 5.10-5 M. 
Los ensayos se realizaron en aparatos respirometros Warburg, 
con 5 granos representatives, 1 ml de agua destilada y 0,2 ml 
de KOH 2 N. 
Primer dia de germinaci6n 
-{ I' Media de germinaci6n I Tampon GA3 j ! I 
--·"· ·--··------·1-·---- .. ----·· .&. I ~ Tiempo en minutos 1 02 1 02 
f 
30 0 I 2,3 l 
----------
l I 
60 1,2 10,0 I 




120 3,1 1?,7 I 
I 
Segundo dia de germinaci6n 
I ,__---..----------!-1 --------+-----·· , 
10 I 3,7 10,0 I 
:-------+---........,.__---l '------~- l 1::: :::: --I I ----~··. ---------~-----· ---- --+- ~ 
: -= _;_~-- !--~~-:---- 1:;:: 1 
120 ' ! :oo,o 163,0 I 










\) , . 




La germinaci6n se realiz6 con granos completos de centeno 
y trigo en dos ml de H2o y 0,5 m~ de antibiotico durante vein 
ticuatro y cuarenta y ocho horas. 
La prueba respiratoria corresponde a 10 granos completos 
I 
con 1 ml de agua esterilizada. 
Centeno 
-·-·- l 24 horas de germinaci6~--r..-·4a--·h~;;;: -d~ ·-g~rmi~a~-i6~·-·---· 
l ' 
r--, 24 horas de germine.ci6n·-- ··4a-h~;;_-~--d;-g=;rminaci6n 
Tiempo Jll o2 l fl C02 co2;o2 f-1 o2 __ ~ ?_?~??;- _ rl5--~45;?_=-->-~~~->---~-~~8 __ 39~~-t- 37,0 , 1,05 ~ :: I ~::: ~::: J_::: I ~::~--t--~: iC--;~::- j 
Estos cereales no muestran impedimenta a la difusi6n de ~ 
los gases por carecer de envolturas externas. 
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Efeeto frenante del inhibidor oumarina en 1a respirqci6n de 
~~~~~~---~--~------~--~~---~~-~~-~----~~~~~-----~~--
La prueba respiratoria corresponde a 10 granos de cebada 
que germinaron en cuatro ml de agua durante dos dias. 
esquema experimental 
....... --·-.. --....-· ·--~- ·---- ·- ····---:r--· ----......-- ... ·:.~·· .~.. .... I"' I - I II III ... 
!--------··-- . - -Tampo~ 22 lilM pH 5,6 ·u r 1 t 1 \. I 
- - - -
.; . . :· 
Cumarin a 5.10-4 pH 5J6 1 1 I - - - -
ic~aina -5.lo-6 pH 5,6 I - - - - • 1 ~--·~-., ··-·· .. f KOH 2N I 0,2 0,2·, 
__ <?._, 2 t I - - -• 
--···-··--··· 
-r-
I II III 




Minutes 02 co2 02 02 co2 02 02 co2 02 
5 7,1 7,2 0,'98. 9,3 7,3 1,26 12,7 l"r,-2 1,14 
10 14,3 14,5 0,98· 19,2 15,8 1,20 22,8 17,4 1,31 
. - ·-
30 ~ 48,6 50,3, 0,96 '62,3 56,7 1,10 62,3 62,6 0,99. : I I 
60 :I 99,9 101 I 0,98 115 103 1,11,121 115 1,04 
t j I 
La cumarina que inhibe el crecimiento, muestra en las co~ 
diciones experimentales algun aumento en la respiraci6n de las 
plantulas. 
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de raioes de cebada, ·' - · · · 
....-~ ........... ~~ .. ~-_. ....... 0 ........ ~ • •• .. • • ............... ' • 
' 
-
H---- J esquema experimental --
I I! III 
Raiz o,2 g Ot2 g Ot2 g 
--
Antibiotico Ot2 ml 0;2 ml 0,2 ml 
KOH 2N o,2 ml 0,2 m1 0,2 m1 
H20 2,0 ml ~ 
- -
Tampon pH 6,8 
-












15 8,0 14,0 13,6 
_....,; ~---
30 11,2 11,7 12,6 
60 19,9 21,0 22,6 
-~-
90 18,0 17,6 22,6 
----
120 17,0 17,6 21,5 
150 18,2 18,? 22,6 
180 17,0 18,2 23,0 
\ 210 13,4 14,0 21,5 
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~ esquema experimental 
·Jo 
Raiz gramos 0~2 0~2 Oi2 0,2 0,2 0,2 
Tampon pH 6 ~ 8 lt6 1,6 --
- - - -
·-





Iodo ) Act, lo•3 - .. .. .. 1'6 
' 
1,6 







Tiempo 1 1 so : 2 1 1 co2 1 1 .:C02 
- 02 co2 n-- 02 co2 -o- 02 co2 -o-· minutos 2. 2 2 
1~ 16,0 23,0. o,? 15,6 18,4 0,85. 17,1 ~7,2 o-;99 
30 6,6 15,8 0,42 7,4 14,8 0,50 - 8,1 10,0 0,73 
60 1?,? 26,5 0,65 16,8 24,8 0,67- -13,4 14,1 0,94 
90 12,1· 21,8 0,55 12,7 20,0 0,64110,6 10,6 1,00 
120 16,1 20,5 0,?9 .10,0 16,5 0,61 7,9 7,2 1,09 
150 13,4 18,2_ 0,74 14-,·5 '16,2 0,96 6,6 5,9 1,12 
180 12,0 19,4[0,61· 11,8 16,0 t0,73 5,4 6,5 0,83 
. 
La elevada respiraci6m end6gena y los cocientes respirat2 
rios bajos parecen indicar 1a probable incorporaci6n del co2 







I II III 
Raiz gramos 0,2 0,2 Ot2 0,2 0,2 o,,2 
Antibiotico o,2 0,2 Ot2 0,2 0,2 0;2 
Tampon pH 6 f 8 it6 lt6 
"" - - -
.?.1o...,4 
--· ., .,. 
Dicumarol 
- -




- - - -
1,6 1,6 








15 20,6 24,3 1,17 17,8 21,3 1,2 -li,4 14,6 0,94 
30 20,6 16,6 o,8 116,8 18,4 1,12 14,8 11,2 0,76 
60 34,5 28,8 0,84 25,5 26,0 1,02 39,0 37,5 ·o,96" 
90 29,0 26,7 0,92 20,5 21,5 1,02 23,0 18,8 0,82 
.__, 
120 32,5 26,6 0,82 20,0 19,0 0,94 24,,2 17,8 0,74 
150 25,5 26,6 1,04114,8 14,4 0,97 o21,3 17,3 0 81; 
' 
180 I I - - - 14,2 15,0 1,06 31,5j29,3 0,93 
-
El iodoacetato s6dico presenta un efecto inhibidor a con-
centraciones de 10-3~, siendo mas debiles los efectos del di-
cumaro1. 
6? 
Germinaci6n de embriones de cebada en tres m1 de H20 
------··------------------~-· ---·---- --- ····· ---·· 
es ue ..., q rna experim~ntal 
I I I II III 
-~·---·· .. -···- -· ·--····-
___ .. ______ 
r- ··-·-----·-· .. -------~ 
Medios granos 5 5 5') 5 
·-
Tampon pH 5,6 1 1 
- -
D.N.F. 5 10-4 1 1 I 1 
- -
f 
,e I i - I -
D. N. Jr .. 5.10-6 - - - - 1 1 
I ! ·- ·-KOH 2N I 
-
0,2 
- 10,2 i 
- -
-
-· ------·-· --r--·- ... ------- .. --- --T·---------~ 
I II 1 III 
co;-l}J .. Tiempo . U.l fl co2 /JI.-l ftl fl co2 mi~utos I; --- -o; !' o2 ---02 002 02 02 C02 co2 02 
! 
3 .• ~-··' 5 !33,8 23,9 '1 4 34.,2 9,3 5,4 6,4 0,84 ' 
10 43,5 .33.,2 1,4 ,34,0 17,3 I 1,96j16,2 19,2 0,84 
15 !56,5j45,2 1,24}22,6 18,6 1,21 2?,1 28,2 0,96 
;84,5 178,5 I i 1,36 64,1 0,91 30 1,07170,8151,9 69,1 I i ' 
60 ,152 j146 1,041138 !118 1,16 161 161 1,00 
I i i 
Bajo su condici6n de desacop1ante el D.N.F. manifiesta iE 
hibici6n a 5.10-4 M y activaci6n a 5.10-6 • 
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III.- MODIFICACIONES GENERALES DURANTE 
LA GERMINACION 
Separaci6n en co1umnas de Sephadex. 
En extractos tota1es, proteicos y n6 proteicos de cebada, 
purificados en Sephadex G-50, se determinaron los cambios ge~ 
nerales en hidratos de carbona, proteinas y fenoles ocurridos 





Fracci6n no proteica 
F.N.P. 
Maceraci6n de 36 granos en 30 ml de 
NaCl 0,1 M. 
Dialisis del extracto total frente a 
NaCl 0,1 M durante 18 horas 
Precipitaci6n en frio de las proteinas 
con acido tricloroac~tico al 10 por 
ciento. 
La eluci6n de las columnas se efectu6 con NaCl 0,1 M y las 
fracciones recogidas fu~ron de aproximadamente 10 ml. 
69 
Cebada sin germinar 
E, T. : 5 m1 del extraeto conteniendo o, 90 mg de ni trogeno·. 
F.N,P, :10 m1 del extracto conteniendo 0,49 mg de nitrogeno. 
F.P. : 5 m1 del extracto dializado. 
I ·-- T Eluido I E.T. I F.N.P. F.P. 
i --~ 
ml Pr Fen Pr H.C Fen Pr Fen 
_.....__ ___ ..... 
10 .021 ,ooo • 005 .050 &000 .024 .ooo 
20 .014 ,ooo ,o1~ •050 iOOO .017 .ooo 
30 1012 ,045 ,oo5 ,05d ;017 .025 .ooo 
.. .. 
40 &067 4105 .004 .050 i005 .033 .ooo 
50 tll? ,120 i040 ,180 ,005 .160 .08? 
.. ... .. _ ..... ___ 
60 A094 .100 iOll ,105 a050 .107 .110 
--,.,-
70 .093 .170 ,005 .050 .005 .075 .055 
80 ,100 .190 .007 .040 .• ooo .035 .025 
90 ,104- .140 ,004 .045 .ooo .045 .075 
-· 
100 .140 .140 .ooo· .040 .ooo .130 .340 
- .. --~ 
110 .255 I .230 .068 .040 .ooo .105 .160 
120 .4oo 1 .320 .014 .070 .015 _.0701 .105 
_,540 l .060 1 --··-130 .300 .05? .780 .050 .090 
-- . 
140 • 61o I ,110 .165 1.500 .095 .053 .065 
---·-·-




_.1841 160 .112 .O?O .050 .195 .035 .010 
.. 
1:70 ,123 .030 .093 .030 .210 .025 .ooo 
180 9085 I .040 .040 .040 .140 .020 .ooo 
I 
l'JO .043! .. 010 .020 .060 .065 .020- .ooo 
I 
. ------~--- ~ 
?0 
Cebada primer dia de germinaci6n 
E,T. : 5 ml del extracto conteniendo 1,06 mg de nitrogeno. 
F~N~P.: lO m1 del extracto conteniendo 0,86 mg de nitrogeno 
F~P• 5 ml del extracto dializado. 
---1 Eluido E.T~ F.N.P• F.P~ 
.. ~ 
ml Pl!' . Fen Pr H. c. Fen Pr Fen 
10 6o22 ~000' .055. ,o;o • &000 .038 ,ooo 
-------
20 ,024 .ooo ,068 .030 .ooo .039 .ooo 
30 .031 .ooo .063 .030 .ooo .05? .ooo 
. f 
. --
40 .14? .040 .082 .040 .ooo .065 .010 
50 .212 .11? .094 .17? .020 .375 .200 
. 
·-r---:---
60 • 085 .055 .060 .200 .040 .110 .087 
70 .100 .050 .061 .115 .ooo .063 .050 
80 .123 .125 .069t .070 .ooo .0?5 .065 
90 .161 .200 .0?5 .035 .ooo .• 200 .265 
100 ,.200 .245 .103 .060 .030 .300 .230 
llO .385 .280 .090 .560 .065 .2?5 .100 
120 .650 .240 .166 1.980 .0?0 .300 .o8o 
130 .900 .345 .310 1.500 .150 .095 .030 
J}l-0 .880 
-350 .295 .480 .2?5 .045 .010 
! 
150 .340 i .120 .1?0 .045· .320 .050 .ooo 
160 .102 .0?5 .098 .030 .200 .02? .ooo 
1?0 
_.0881 .050 _.0801 .020 .095 .026 .ooo 
---
180 ~0781 .035; .0451 .025 .065 .043 .ooo 
190 .045! .020: I .015 .0301 .022 .ooo .030! 
j 
?1 
Cebada segundo dia de germinaci6n 
E·. T·. : 5 ml de extracto total. 
F.N~P.: 10 ml de extracto sin proteinas 





Eluido E.T. F.N.P. F.P, 
: 
m1 Pr Fen Pr H,c, Fen Pr ·Fen 
.. 
. . 
10 .ooo .ooo .ooo .020 • ooo .-.013 .015 
. 
20 .ooo .005 .ooo .025 .010' .• 005 •. 015 
30 .007 .005 .ooo .020 .ooo .ooo .015 
'· 
40 .105 .075 .ooo .040 •. 010 .• 010 .015 
50 .145 .160 .010 .102 .060 .225 .230 
60 .010 .060 .ooo .050 .025 .057 .140 
·---. 
70 .035 .100 .• 004 .• 045 .020 .068• .090 
----
80 .045 .200 .ooo .Ci57 .015 .• 105 .• 280 
90 .125 .185 .ooo .090 .055 .o8o .• 230 
100 .206 .335 .ooo .168 .oso .060· .140 
110 .203 . .250 .015 .270 .060 .092 .115 
--- .... 
120 .370 .320 .030 .?10 .100 .2?5 • 175 




140 .-440 .860 .350 2.000 .410 .043' .055 
. -. 
150 .420 .820t .450 1:.4ooj .• ?80 .ooo .030 
160 .295 .250 .325 .617j ft690 .011 .020 
I 
1?0 .150 ... 140 .• 317 I .280! .5?0 .003 .017 
180 .123 ..• 110 I ~190 I .0601 .330 .• ooo .010 
190 .• 060 •. 080 •. 055 . 
I 




"'-- ........ ~ ..... 
F.P. 
F.N.P. 
Ill - .. • 
_..., ..... - .... - -- ....... ~......_ __ ._-
........ ~ .~ • ....-. -,.--~. .. • ;P£11 
E.T. 
-·- -, 
I i-\ \ 
I • . ~ 
j J \. ' 
.: i ~-~ \ 
' Vz·Y ·~. \ \\ I '/ .. ~ 
;' I'// \ \' 
Na'bural 
ler dia ger. 
22 dia ger. 
, .. ;,/ . -~, 







__ -l er dia ger .• 
· - · 2Q dia ger. 
Fenoles (\\ 
\ ...... \.\ t. . I 
...... , \ 1 ' \ • 
I• I \ /' II \ 4 I' ·. . 
., ' \ I , ., ~ _...... \... ' . 
'I y ·,,, I , :! \ ..._ "·,··~- \ 
. ~ .,~·' ... \ ...... 1/t; " ~~ 
, ' / ..... ,_ - ..... " ' 
,#JI _· . ' 
.I;· ./1 .. .._.,. .... ..... . '':,: """" • - . 
-- . --. -· . =-· :..'' 11 .... ,.. - ~~-~'-
.-=-:.:... - - - • -:.::/ 
Hidratos de carbono 
J 


















Cebada germinando durante tres dias a 202C , con 4 ml de 
medio; 
Control Tampon fosfato 22mM pH 6,8 0,4-0,9 
GA3 Acido giberelico 5.10-5 M 1,1~2,2 
El extracto se obtuvo por maceraci6n de 25 granos en agua. 
Mantenido a 25 QC una hora y diluido a 100 ml. Deeantando el 
supernadante se constituye asi el "extraeto acuoso't.. 
Aotividad amilolitica total 
~~-~-~-----------~-------
Mezcla de reacci6n: 2 ml del extraeto acuoso m~s 2 m1 de so1u 
-
ei6n tamponada de almid6n. 
Medios I Control GA~ f ...... 
' I r Dias germinaci6n1 0 1 i 2 ' 1 2 3 D.O. Tiempo minutos 
3 .55 .• 58 .56 ... 48 ~.56 .52 .45 
6 ; .50 I .. 50 .4? .. 38 .• 49 .,43 .34 
-· 
9 :.43 I I .49 .41 .• 28 .• 46 .• 34 .• 20 
15 .35 .• 39 .• 2? .• 09 .• 35 .19 .05 
-----
30 .19 .• 20 .14 
-
.. 19 .• 09 .. 
?5 
Actividad diastasica 
---.-..--. .... -...-.. ....,..rt •~~~••• • a' 
-
Medios Control GA~ 
--
Dias germinaci6n 0 1 2 3 1 2 I 3 
I •-
meq/tiosulf/ml extr. 0,84 1,24 1,48 1,?2 1,-08 1,64!2,08 
--
El efecto del' A.cido:_ giberelico se hace ·notorio a partir 
del segundo dia de germinaci6n y va acompaffado de un aumento 
de la actividad sacarificante, debida a las acciones comp1eme~ 
tarias de ~-amilasa y limite dextrinasa. 
Mezcla de reacci6n: 1 ml de extracto acuoeo mAs 1 ml de tampon 
y dos m1 de a1mid6n tamponado. 
Incubaci6n J I 15 minutos 1 hora 2 horas __ J 
pHs 4 1 4,61 5,21 4 I 4,6 '5,2 4 4~-~ ~.2 
I 
Tiempo minutos n.o. 
; -
10 .41 .35 .35 .44-; .35 .36 .46 .~9 .38 
.. 
15 .36 .26: 
' 
.20 
.• 38! .33 1 .28 .39 .29 .28 
30 .14 .03 
.03' I .241 .10 .10 .25 .o? .05 
~--- I 




Actividad amilolitica total. 
Mezcal de reacci6n: 1 ml de extracto, m~s 1 ml de tampon y 2 
ml de almid6n tamponado. 
Preincubaci6n I Dos horas 
I I IDias de germ. 0 2 3 I 
4 ,4,6 pHs 4 4,6 5,2 5,2 4 4,6 5,2 
·-
Tiempo minutes D.O. 
10 .58 .56 .58 .5o I .·47 
i 
.49 .52 .44 f .44 
t 
15 ·.54 .51 .55 .42 ; .40 .41 .48 .32 .31 
J 
30 .45 .,36 .3? .33 1 .24 .21 .33 ~08 .O? 
·-
·~ -·- .. ·--. -·-·-












Maceraei6n de 50 granos de cebada natural 6 germinada du-
rante tres dias y avena natural en 25 m1 de ClK 0,15 M. Mant~ 
nidos 1 hora a 25 QC se centrifugan y los supernadantes consti 
tuyen los extractos concentrados. 
Cb natural Av natural 




b) Aetividades de las mezc1as de extractos enzim~tico~.-
Se rea1izaron ensayos eomp~ativos con extractos concentra 
-
dos de cebada germinada naturales (di1uidos diez veces) 6 e~ 
entados a ?O QC (~-ami1asa) en presencia de ca1cio-
-, 
es0._uema experimental I 
___. 









NaC12 0,2M 1 1 1 1 -





H20 0,5J - 0,5 - 2,0 
Actividades amiloliticae.-
Ensayos I II I III IV v 
T"iempo min. p.o. 
15 .81 I .?5 .50 
'· .47 .88 
30 .70 .66 .15 .14 .85 
·-
60 .46 .39 .01 
-
.8o 
l -120 .12 l.-07 - - .?6 
Actividades diastasicas .• -
----------------------l 
· Tiempo min. tiosulf/2,5 m~ 
I - ~. 
3,8 4,6 1,1 •' 120 
?8 
En la separaci6n de los lipidos de reserva de los polares 
se aprecia que los trigliceridos acumulados en el endospermo 
disminuyen durante el primer dia de germinaci6n. 
En los lipidos polares, separados por cromatografia bi-
dimensional en capa fina, se deteotan cuatro zonas tipicas, de 
las cuales la lisofosfatidilcolina y fosfatidilcolina presen~ 
tan mayor pureza. 
Lipidos totales de arroz, cebada • centeno, trigo y avena 
se desarrollaron comparativamente en placas activadas a llOQC 
durante 30 minutos en el sistema eloroformo/metanol/agua 
65:25:4 ' detectandose las manchas por pulverizaci6n con aci-




C .- Cebada 
A .... ~ ... - Avena 
Ct,- Centeno 
L .- Lecitina 
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Endospermos de avena. 
~" ... ·: ~' -. . ~~:·~,· ~ 
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Cebada: granos completos 
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Cromatografia bidimensional de fosfatidilcolina y fosfati 
-
diletanolamina en I) cloroformo/metanol/agua 65:25:4 y II) b~ 





Li-pidos polares de cebada 




Manchas 1,2,4?6 amarillo naranja con Dragendorff 
" 3,5,7,8 rosa con ninhidrina 
H 6,9 azul con difenilamina 
Esto nos indic6 que las manchas l,y 2 revelaban la existen 
-
cia de colina en lisofosfatidilcolina y fosfatidilcolina. 
Las manchas 3,5,7 fosfatidiletanolamina. 
Las manchas 9 y 6 mono y digalactosildigliceridos. 
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Cromatografias comparativas de lipidos de avena natural y geE 
min ada. 
, .. ,.,._-=--.,--· '· 
"·--......_... ... J 
(} 
... -) . . 
~-' 


















Manchas coloreadas corresponden a fluorescencia con luz u.v. 
Manchas sin colorear ap~ecen amarillo rojizo con iodo. 
En avena germinada se acusa fuerte disminuci6n de intensidad 





Determinaci6n cuantitativa de fosforo 
-----~~~~~~~~·-~-----·-- - -
Los lipidos polares separados y detectados con vapores de 
iodo se reagruparon en cuatro zonas. 
/ ' 
' 





La determinaci6n cuantitativa de fosforo relative a estas 
zona se hizo siguiendo el procedimiento de Rouser. 
8? 
Cebada natural: 
Cincuenta granos completos . ~ . . 
Cien embriones • I • • • 
Cien endospermos • • f 
Fosforo total en 25 ~· 't • 
Granos 












Fosforo correspondiente a las zonas de plaoas ~n 100 ~ de 
aplicaci6n. 
Zonas n.o.; ~.<?rcenta~e &>r2~~--
---- ~----.... 
1 ,22 /.17 ,17 I 15 ... 28 I 22 
2 .53 I .40 ,46 I 40,5 .47 I 3? 
3 .17 I 13 .19 I 16,5 ,15 I 12 
4 
.18 I 13,5 .1? I 15 .16 I 12 
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Cebada germinada durante dos dias: 
Cincuenta granos completos 
Cien embriones 
Cien endospermos 
















-.58 I 26 -.11 I 9,5 .68 I 28.,5 
2 1.05 I elev. 
.57 /elev. 1.10 lelev. 
3 -.29 I 13 -,18 I 16,5 .28 I 11,5 
4 .36 I 16 ,33 I 29~5 .• 43 I 18 
89 
Avena natural: 
Cincuenta granos sin cascarilla 
Cien embriones 
C~en endospermos 
Fosforo total en 25 ~1. 
Granos 
Material ~~m~l~t~~ Embriones ~-
__________ _. 
n..o. .3? .24 














D.O -· ./·noNen:ta-te anroximada ~~-----~~~~·~--~~~~~~-~~~~-~--~--
.41 I 27 .30 I 30,5 .65 I 31,5 
,52 I 35 ,34 I 35 .51 I 24,5 
,16 I 11 .14 I 14 .24 I 11 
.23 I 16 .17 I 17,5 .35 I 1? 
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Avena germinada durante dos dias: 
Cincuenta granos sin eascarilla 
Cien embriones 
Cien endospermos 
Fosforo total en 25 f-1• 
Granos 
~:!!~~~ ~2~~2~~ Embriones ~ • 
--
n.o. .44 .35 


















.6o I 34 
,65 I 36,5 
.22 112,5 
.41 I 23 
1 14 I 9,5 
,70 I 50 
,21 I 15 
.49 I 35,5 
,66 I 33,5 
.61 I 31 
.23 I 12 
.38 I 19,5 
La determinaci6n cuantitativa de fosroro de estas zonas 
revela ~uerte disminuoi6n de lisofosfatidilcolina durante la 
germinaci~n de estos cereales. 
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Las medidas espectrofotometricas realizadas, previa isom~ 
rizaci6n de los ~cidos grasos naturales, nos permitieron obt~ 
ner datos comparatives entre cereales y sus estados de germi-
naci6n. 
--·---------------------------r~---·------~ [ D.o. 233 nm , ~-·· ···--·· -·- -·-·-- -- ·--- ..... _ .,,_. ---- ..... ·-·----- -- _... .... .. -·--- l to--Cebad~------ Control I Germi~j 
Granos completos .440 .?03 
i---- ·--------·----- ____ ...__. - --- ·-·-·~-. 
Embriones .231 .420 




Avena Control Germinada 
----------·~---f----.. --. ---·~r- .. -----· ---·-· ~ Granos completes .600 1.110 
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IV.- ACTIVIDAD AIA-OXIDASA 
Se realizaron determinaciones comparativas de hidratos de 
.o~ono, proteinas y fenoles en extractos totales, proteicos 
' . 




Fracci6n no proteica 
F~N.P1 
Maceraci6n de 10 gramos de raiz o ta-
llo en 30 ml de H2o destilada. 
: Dialisis del extraoto total frente a 
NaCl 0•1 M durante 18 horas. 
Precipitaci6n en frio de las proteinas 
con !cido tricloroac~tico. 
Estos extractos se cromatografiaron en columnas cargadas 
con Sephadex G-.50 Fine,. 
La eluci6n ae efectu6 con NaCl 0,1 M y las fracciones re~ 

















I 130 I 
I 
I 140 [ 1!'0 
! 160 ! 
RAIZ 
5 ml de extracto total. 
10 ml de extracto sin proteinas. 




P.t- Fen Pr H.C~ Fen 
.. 




,060 .ooo .048 .coo .010: 
-~ 
~040- .005 .040 1060 i010 
,o;a · 
.005 • 045 .080 .010 
.305 .110 .048 .120 .010 
.120 .060 .055 .0?5 .015 
.095 .050 .047 .080 .020 
.0?5 .040 .037 .080 .010 
• 140 ,110 .040 .085 .010 
.187 .110 .055 .190 .010 
.195 .440 • 05? .630 . .025 
--
.590 2.000 .060 .680 .025 
1.250 2.000 .120" 2.000 .04-o 
1.200. .900 .520 1.750 .080 
.860 .320 1.000 .700 .540 




~ ... -· 
.06?- J000 




























-- _ _...._.___,__ ________ . 
------------ ..... ~ .., 
E1T. F.N.P. l F.P. I ~--- I I ~ ___ , 
ml Pr Fen Pr H.c.
1 
Fen Pr ~ Fen ~ 
----
~-- --· ___ T__ . ~-
---" ---------.-...··-·--- ---
170 •. 250 .050 .470 .• 0701 1_.600 .1oot. .030 I 
. ~· ! . - ~--
I 180 .123 .020 •. 243 .0701 .850 .090 .010 I 
I .o7ol -----·· -·-190 .083 .020 .128 .350 .085 .ooo I 
-
200 .070 .020 .070 .055 .150 -~~?~ ' 210 I .067 .020 .955 .050 .055 .070 .ooo 
---· 
220 I .068 .020 
.Q65f .pq.o, .055 .063 1\ .ooo I 
·-
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E·. T·.. . : 5 ml de ext rae to tmtal. 
F-.N·~P. _. :· 10 ml de extraeto sin proteinas· 
F.P •.•. : 5 ml de extraoto dializado~ • 
Eluido E.T. F.N.P. 
m1 Pr Fen Pr 1 H. c.· Fen 
~.10 .ooo .005 . .029: .ooo .ooo 
20 .083 .005 .045· ... ooo .ooo 
30 .045 .005 .040 .055 .000 
I 
.0601 40 .0~5 .005 .030j .005 
50 .085 .04-5 ' .055: .080 .020 
60 .107 ~ .1oo· .07?: .100 .035 
?0 .070 .050 ! .045! .0?0 .010 
80 .120 .060: .06(7.l I .070 .007 
90 .205 • 130 .0851 .090 .030 . 
I 100 .233 .210 .052: .120 .140 I 
110 .41Q .360 .065! .140 .260 
120 .760 .520 .oso 1 .180. .120 
130 1.100 .850 .083· I 1.3001 .440 
140 1.?00 1.600. .520.· 2.000 .84D-
150 2.000 2.000. 1.600 2.000 1.400 
160 I 1 2.ooo 1.800 ~ 2.000: i 2.0001 1.500 























•. 395 .160 
~ 






Eluido E.T. FiN.P. F.P. 
I 
I I ml Pr Fen Pr I H.c. Fen Pr Fen I 
- ~ 
180 1.600 .500 1•000 .820 •760 .103. .-040 
----
190 1.·050 .410 .625 .082 .430 .097 .. 030 
.. 
200 • 822 .480 .355 .080 .-200 .083 .020 
210 .822 .14-0 .-190 .060 •100 .050 .020 
220 .470 .100 .lCO •060 .oso .035 .010 
230 .312 .130 .060 •055 .025 .042 .010 
240 
.335 •080 .043 •050 .015 .065 .010 
250 •195 .030 .043 - .015 .042 .010 .. 
-
. ..... 
260 .085 .010 .055 
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Los extractos enzimaticos crudos de raiz y tallo de tri-
go y centeno no muestran actividad. Los de tallo de cebada 
exhiben un cierto periodo de induci6n. 
-· ·-- -· .. -----I esquema experimental 
l 





IExtracto 1 ml 1 ml 1 ml 
I ................ !Tampon pH 5,6 3,5 3,5 3,5 
I 
fAIA 200 O;ml 
------..1 











· .. , ____ _ 
ct-
bO t 
Tiempo D.o. X 100 
"• ~-
- CbR TrR Ct minutos 
.. ·--
10 19 45 4 
I 5 
-! 30 11 44 ! 
60 i 10 44 4 
Los valores de den 





· tal 1' 
esquema experJ.me~ -·. ·--~ 
CbT I TrT 
I 
Extract a I 1 mltl mll 
3,5 13,5 ' .Tampon pH 5,6 
··--···-·· - .. --·~- ··-- r--;-·--- ···--~ 
Ti~mpo n.o X 100 
- CbT TrT 
minutes 
10 45 46 
30 43 45 
AIA 200 /ml 1,5 ~ 1,5 
I 
I 






I. ____,.. ___ ..,..._ ___ ..... ______ -----
'10 30 t 
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Tratamiento de 1a preparaci6n enzimatica con cEv.b6n activo~ 
esquema experimental l 
I f II III IV 
i 
Extracto + C 1 m1 1 ml 1 m1 1 m1 
Tampon _12_H 5 1 6 3·,5 345 3.5 ~.t2 
: 
AIA 200 ~ m1 1_!__5 i 145 145 1~ .. I 
. 
AIA destruido en ~~ 
' ., 
-, 
Tiempo minu. I II III IV 
10 26 34 11 0 
30 45 64 22 5 
60 53 i 75 28 13 
--
I.- Extracto raiz de cebada. III.- Extracto raiz de trigo 
II.- Extracto tallo de cebada. IV.- Extracto ta11o de trigo 
La e1iminaci6n de cofactores e inhibidores por tratamien-
to con carb6n activo se hace mas ostensible en e1 extracto de 
tallo de cebada. 
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Cofactores fen6licos 
.. •• • ... 0 • I 
El Ext,.&.C solo tiene alguna aetividad que se refuerza co!l 
siderablemente con cofactores fen6licos a concentraciones ade 
euadas. 
Ext.•c Raiz Centeno 
. . . 





n.o X 100 
a_ 
. 
Tiempo minutos I II III-
----.:, 
10 38 27 43 
3_0 
- I 40 14 41 
t 60 39 11 40 lOlJ. 
Cofactores 
... ---.. - --
a) Requerimiento de cofactores fen61icos y activadores metali 
-
cos. 
Retiz de cebada 
....._,._....... . _._. 
--
esquema experimental ! l 
-·. 
I II III 
---
Extracto 1 i - -
Ext. J. C 
-
! 1 1 j 
·-








- - ~ 
AIA 200lf"/ ml I 1,5 1,5 1,5 
Ext. + C significa extracto tratado con carb6n activo 
--
--··-·.-, 
AIA destruido en % 
Tiempo min.· I II III 
10 49 23 62 
30 78 42 82 
60 79 51 87 
105 
Tallo de cebada 




I II III ; IV 
Extracto 1 
- - -
E?c"t· • c - 1 1 1 
.. 




-4 1 1 pHC -5.10 
- -
AIA 200l/ml i 1,5 1,5 1,5 1,5 
---·-
AIA destruido en % 
--· ·----·--
Tiempo min. I II III IV 
10 0 31 29 ?2 
·-
30 5 62 ?4 ?? 
60 ?2 ?4 ?? ?8 
106 
Raiz._de trig:o 




I II III 
Extracto 1 
- :- -1 
Extracto + c 
-
1 1 I 
-4 
Mn"'-"5.10-3 






Tampon pH 5,6 3,5 3t5 I 2 
--
lAIA 200~ml 1,5 I 1,5 f ~!_~_l 
·-
AIA destruido en % 
-
. I 
Tiempo min., I II III 
10 0 7 31 
-
30 2 18 74 





I II III IV 
Extracto 1 
- - -
Ext. + d 
-
1 1 1 







Tampon pH 5,6 3,5 3,5 2,5 2 
AIA 200 o/ml 1,5 1,5 1,5 I 1,5 I 
··---- .T 
AIA destruido en % 
Tiempo min. I II III IV 
10 2 0 
-
0 
30 0 0 
-
0 




AIA. destruido en % ··~--t 
. I Ext • + CR. Trigo Ext + 0R.Ce~teno 
Tiempo minutos 10 30 60 10 30 60 
... 
Fenol 5.10 .. 3 61 71 82 71 79 79 
Fenol 5.104 8 11 0 5 40 74 
·-
Feno1 5·.10-5 8 8 0 
- - -
Vani11inico 5.10-3 6 11 21 
- - -
-
Vani1linico 5.1o-4 24 29 32 8 24 29 
Vani1linico 5.1o-5 11 18 21 
- - -
Ferulico 5,1o-4 21 21 18 18 42 27 
--
Protocatetico 5.10-4 18 16 16 18 20 32 
JCaf'eico 5.10-4 21 18 18 18 18 32 
~ 
Se ha seguido e1 esquema experimental anterior. 
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Los extractos de re.iz de trigo y centeno, tratados con c~ 
b6n activo, muestran mayor actividad a pHs ~cidos. El esquema 
experimental es similar a los anteriores sin otra variaci6n 
que la relativa a la cantidad de extracto. 
o.c 
Trigo 
\\' .)'~ \\ eo'~ 
I aa of I 
n.o x 100 
1 
,-,,..PH I i 









30 07 06 37 36 
' 
·-






n.o x 100 
i.b I --!JO t "'-, H I '--P 
n'iempo .,J 4,? 5,6 6,8 ?,8 
---·-
10 15 30 I 38 
-: 
30 12 13 l 35 -








AIA destruido en % 
Aetivadores Ext. + ~.Cebada 
Tiempo minutos 10 30 60 
-
Mn+-" 5.io-2 69 ?? ?8 
Mg++ 5.10-2 16 59 64 
co++ 5.10-2 24 32 51 
Ni++ 5.10-2 28 52 60 
zn++ 5.lo-2 0 50 
---
63 
Genera1mente se opera a pH 5,6 a~n cuan~o el pH optimo 
del sistema enzimatico sea de 3,5 a 5,6. 
Entre los activadores met!licos los iones Mn++ tiene~ 
I 
un efecto muy superior a los iones Mg++, co++, Ni++ y zn++. 
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Purificaci6n del sistema enzimatico .........._._....... -- ---~............. _._. ______ _..__...._.... ___ _ 
\ 
a) Dialisis 
Extracto crudo ( 2 g de raices frescas de eebada disgre-
gadas en 10 ml de medio tamponado)e 
Cinco ml de extracto centrifugado en saeo de dialisis (Si~ 
ma 250-7) frente a la misma soluci6n tamponada de fosfatos 22 
mM a pH 5,6 durante veinticuatro horas~ 
Aotividad de los extractos 
esquema experimental 
I r--·-
.. I II III IV v 
Extracto 1 1 1 1 1 










AIA 200 ~/ml 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 
... 
.. 
n.o x 100 
"! IV j Tiempo minutos I II III v 
10 29 33 38 33 33 
~ 30 19 26 36 26 I 24 60 15 22 35 20 1 1s I 
---··-- t--· -·-t----·- ·---
I.- Extracto crudo di1uido a 1a mitad. 
II-'1.- Extracto dializado, 5 ... ml diluidos a 10 ml. 
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b) Cromatografia 
10 m1 de extracto de raiz (5 g de raices frescas/ 15 m1 de 








Medida a 260 run 
·- ~- ext.R C b d 
. • e a a 




























!~ il \ .. I f ~ \ 





·I \ ~\ 
i' ' ·A. 
. \\ 




Raiz de eebada i Raiz de centeno 
I 
Eluido ~.o, --~en~ iElu~do n.o. Fen. 
-
~--------- ~- . --
ml 260nm 280nm ml 260nm 280nm 
·---
10 .,013 .oo8 .020 10 .017 .015 .015 
I ~ 
.. 
20 ,009. 1 004 • 025 20 .009 .oa:; .020 
I ~ 
--· 
30 .o11 .005 .025 30 .ooo .ooo .015 
_._ 
---·- --
40 ,016 .014 .025 40 .940 .7?0 .560 
~0 ,763 .690 .660 50 2.000 1.?50 1.200 
. ! 
60 .317 ,313 .480 60 .195 .185 .255 
·-
~ 
70 .034 .034 .090 70 .158 .132 .120" 
~---
80 ,021 ,020 .075 80 .305 .212· .140 
90 ,032 .025 .075 90 • 580 .362 . .300 
' 
I 
100 ,0?7 .063 .105 100 1.350 .860 1.100 
---
110 ·.248 .178 .320 110 1.900 1,450 1.600. 
120 .830 .620 1 •. 900 120 1.500 1.600 2.000 
---
130 1.050 .845 2.000 130 .725 .700 .720 
---. 
140 .650 .498 1.250 140 .193 .127 .130 . 
lo---- _._ 
150 .555 .440 .405 1 150 .053 .044 .050 
·-
160 .505 .425 .285 160 .026 .025 .035 




----·· !..- ·- --- I-. 
180 
.075 1 .060 
.• 055J 180 .007 .005 .030 
... 




200 I .006 .006 .007 .003 .020 ! 
- ...... 
! 







La medida de la actividad enzimAtica de las fracciones 
eluidas se efectu6 seglin esquema~ 
esquema experimental 
Ext. purf. G-50 1,0 ml 
· Mnu 5 .• lo-3 M 0,5 rr 
pHC 5.10-4 M • 1 0 n t 
·Tampon pH 5,8 2 Q II t 
AIA 200]/ml 1,5 J1 
:0.0 X 100 
. ~ 
Tiempo Ext Ext Ext Ext Ext Ext 
.... R. Cb R. Ct R. Cb R. Ct R. Cb ~. Ct 
minutes 40 40 50 50 60 I 60 
10 15 45 10 47 40 45 
30 0? 17 08 20 28 45 
60 08 09 09 09 18 44 
-
El subindice indica la fracci6n de eluido de la columna de 
Sephadex. .. -~'h ··- • 
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Se representa en D.O. frente a tiempo la fracci6n de elu~ 
do de 50 ml 
D.O 
--· -Cebada 








___ ,..._. ___ .,.._ _____ ...,... -- ··----· 
10 :)r 60 t 
Reactivaci6n con cofactores naturales 
La reactivaci6n de las fracciones proteicas con sus cofa2 
tores naturales separados cromatograficamente se prueba desde 
la fracci6n de 90 ml a partir de la cual comienza a aumentar 
el contenido en fenoles. Los resultados fueron: 
En raiz de cebada: positivo el intervalo 140-1?0 ml 
En raiz de avena : positive el intervale 150-160 ml 
Probados los eluidos fen6licos de cebada sobre su propio 
extracto tratado con carb6n activo es positivo el intervalo 
120-160 m1. 
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Probados los eluidos de centeno sobre extracto de cebada 
tratadb con carb6n activo; es positivo el intervalo 130-150 ml. 
La diferenoia de actividad entre las fracciones proteicas 
de raices·de cebada y centeno con sus respectivos cofactores 
naturales se representan para fracciones de eluido 150 y 160 ml. 
·- ·--·-· ·t 
D.O X 100 
Tiempo Ext Ext ! Ext Ext 
-
R. Cb R. Ct R. Cb R. Ct 
minutos 150 150 160 160 
10 35 38 I 43 35 
30 16 28 30 22 
60 06 13 18 15 
ProbadAs las fracciones correspondientes a1 intervale 100-
170 de eenteno sobre su extracto natural resultaron todos inaoti 
... -
vos. Sin embargo sobre extractos tratados con carb6n activo r~ 
sultaron todos e1los ligeramente activas • 
. 
-r 
n.o X 100 
Tiempo min. I II III IV v VI c 
10 22 42 41 42 40 46 46 
-· 
30 11 37 36 35 35 46 
-
60 10 32 32 31 31 40 
-
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Los resultados anteriores se obtuvieron en ensayos reali~ 
z.adoe segU.n el z:::.guienta esquema. 
esquema experimental 
I II III IV v VI c 
E:x:t.R.Centeno 1 2 2 2 2 2 2 
I ~ Tampon .pH 516 2 - ... ... - - i 
Mn.-._·5_.lo-3 M 9,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5l 
-









- - - - -




- - - -





Frac. 130 ml 
G-50 
- - - -
2 
- -
Frae. 140 ml I G-50 - - - - - 2 -I 
AIA 200 a/ ml 1,5 1,5 1,5~ 1,5 1.,5 1,5 1 
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Tallo 
El esquema experimental es similar al seguido para la med~ 
da de la actividad enzim~tica en raiz. 
n.o x 
Tiempo Ext Ext Ext Ext 
-
T.Cb T. Tr T.Av T.Cb 
minutos 40 40 40 50 
10 17 
lJ 
39 32 16 
30 
.. 10 38 23 10 
60 09 40 17 11 
100 
Ext Ext 






l Ext I Ext I i T.Cb !T.Tr 
60 I 60 l 
I 
! 
30 l 15 












El subindice indica la fracci6n de eluido de la columna 
de Sephadex G-50. 
Reactivaci6n con cofactores naturales 
Probados los eluidos fen6licos de tallo de cebada sobre sus 
propias fracciones proteicas, resultaron positi~ en el inter-
valo de 130-140 ml. 
En extractos crudes de raiz de cebada 1a fracci6n de 110 
ml de tallo de avena mostr6 acci6n inhibidora. 
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Se representa en D.O. frente a tiempo la fracci6n de elu! 












E1 extracto crudo de raiz de cebada se extrae con aceta-
to de eti1o, se e1imina e1 disolvente y el resto solido se d! 
suelve en 10 m1 de tampon fosfato pH 6,8, y se cromatografia 
en co1umnas de Sephadex G-50. 
----- ·-··--
•• Fenoles 
·m1 e1uido n.o.lm1 e1uido n.o. 
i 
10 
.025 1 120 .700 
---
20 .015 130 .600 
~-·-
30 .020 140 .360 
40 .015 150 .150 
50 i .015 160 .045 
60 .010 170 .035 
--
?0 .010 180 .040 
80 .015 190 .020 




t 110 .350 220 .020 
Las medidas estan realizadas siguiendo e1 m~todo colori-
metrico del reactivo Folin-Ciocalteus. 
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~~!Y~~~~~~~!!E!2! de !~-f~~2£~2~-E~~!2~-E~!fic~~ 
2£2!!~2~E~!!~~!~!!_~~-§!~!g~~-Q=200• 
La purificaci6n de las fracciones se llevo a cabo en co-
lumnas de las mismas caraoteristicas de las anteriores, car-
gadas con Sephadex G-200. 
Columna A t cuya muestra es la primera fracci6n de la co-
lUmna de Sephadex G-50. 
Columna B : cuya muestra es la segunda fracci6n activa de 
la columna de Sephadex G-50. 
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Columna A. Raiz de ~ebada 
El~i~~r----_-_ -n.o. --------TP-oxds --Au-orl.dasa -~ 
ml 260 nm 280 nm! Fen 430 nm.lO min. f30 min 
I 10 .127 .103 .050 - - -
- .. , 
........... 
I 
I 20 .122 .098 .035 
- - -I I 
- -I 3o I .092 .0?4 .215 .093 .50 .51 f4o ···- --'---·-·-~-----~---_J ~-.620 .523 .590 .135 .48 
r--- ---- f---'---- . -- -.. 
50 .477 .422 .340 .175 .44 • 29 
60 .180 .160 .290 .270 .28 .08 1-?o ____ --·-·-··-·----: ... ·····-------- ... -·· .. ,_. .. ·------ --·-·•··· ------· ---
--
.216 .200 .340 .330 .13 .07 lao ·- I ---.155 .155 .235 .300 .10 .07 
r-·--·----- ·--·- ----+--=-·-··-- .... .. 
90 .098 .090 .133 .230 .35 I .15 
-
100 .152 .120 .098 I .150 .47 .39 I no_ .153 .118 .083 I .111 .48 I .47 I ~-- ! f-·. 
I --t 120 .090 .070 .080 I I - - -I 
... l 
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Columna A. Raiz de Centeno 
-----·---
E1uido D.O. P-oxds AIA-oxidasa 
-
I 
ml 260 nm 280 nm Fen. 430 nm 10 min. 30 min. 
10 .Ci57 .056 .045 
- - -
·-
20 .070 .057 .04-0 .035 .45 .45 
.. 
-·--·- ·-
30 .173 .137 .~o .050 .4? .46 
40 1.400 1,120 56~· . ··.) .060 .47 .46 
-·· 
--
50 .270 .235 .170 (1070 .47 .46 
·-. 
.. 
60 .185 .157 .170 .110 .28 .04 
·-
70 .117 .100 .100 .100 .35 .07 
---~ 
80 .080 .070 .070 .080 .42 .23 
-···----· 
90 .056 .046 .070 
I 
.070 .43 I .34 
... r-- :_.. ------ -. I 100 .080 .050 .080 .060 • 45 i .43 ____ . 
~ 








Columna B• Raiz de Cebada 
--·-· j 
Eluido DiO• P.-oxds A±A""'oXidasa 
-
. ___ : --
m1 260 nm 280 run Fen 430 nm 10 min.l30 min. 
---
10 .051 .042 .043 
- - -
20 .003 .ooo .050 
- - -
-1 30 .144 .120 .100 .137 .43 .44 
-·-"'··--· 
40 .850 .720 .485 .187 .40 .20 
-· 
5\' .520 I .453 .345 .225 .31 .09 
60 .525 .453 .190 .300 .14 .08 
···---·-
70 .066 .074 .195 .260 .20 .09 
·-
80 .052 I .059 .180. .230 .37 .24 _ ..... _ 
·-a••• ·-
90 .017 .025 .145 .183 .42 .37 
··-- ~ 
. 100 
.027 .028 .185 .148 .44 .43 
110 .030 .034 .153 .165 I .45 .43 
--•-•a• • • 




Columna B. Raiz de Centeno 




ml 260 run 280 run Fen 430 nm 10 min. 30 min, 
·-
10 .023 .ol? .010 .050 • -_, 
20 ·030 .020 .010 ·~0 ... • 
30 .655 ·53? .240 .O?O 
- -
-· 
40 1.200 1.000 .570 .110 ,44 .42 
50 .310 I .285 .300 .140 ,45 ,44 
------ ···--·---j 
--'··------.. - ·' . . ··---· .. .., . '·--. . . -~ - ... 
60 • 147 .163 .330 .150 .45 .44 
70 .140 .164 .350 .280 .45 .39 
-··-· 
80 .132 .140 .250 .230 .11 .O? 
·- . 
90 .293 I .205 .270 • 140 .19 .08 
100 .590 .345 I .560 ,100 .28 .12 
·-
110 .585 .365 .310 .085 .35 .21 
--
120 I .525 .350 ! .180 .060 ,42 ,35 I ! 
. 
' 
En las fracciones obtenidas en la purificaci6n en columna· 
de Sephadex G-200 se aprecia e1 para~e1ismo de las actividades 
AIA oxidasicas y peroxidasicas. 
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Espectro u1travioleta de las fracciones mas activas de 
las co1umnas A y B de raiz de cebada y centeno. Se repre-


























cebadaJRaiz centeno ll 
l A60 l B80 -· B60 i. --. 
.330 ! .505 : .560 
-···-
.272 .385 .327 
---
l-232 .315 .200 





!----. -~-- ----- - -- 1-'--·-
.138 .1~8 ,.250 .140 
.136 .199 ·I .247 .143 
.. -
1.131 .188 .237 .147 
I 




1.125 .169 .?10 i .145 
I i 




.t ti 0 .2'10 ~\ 
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Acci6n del Mn++ 
............. -......... ----
Efectos de la concentraci6n del Mn++ sobre la fracci6n pro 
-
teica activa obtenida en Sephadex G-200 del extracto de raiz 
. . 
de centeno en presencia del cofactor exogeno (pHC 5.·10-4M). 
AIA destruido en '/J I 
Tiempo minutos 10 30 60 
Mn++ 5.1o-3 M 20 72 82 
Mn++ 5.1o-4 M I 6 41 72 
I 
Mn++ 5.1o-5 M I i 0 15 42 
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pH 5,6 4,5 3,5 3,5 3,.5 - - - -
Tampon 
.pH 7,8 I 
- - - -
4,5 I 3,5 3,w, I 5 I __ I 
! 







minutos I II III I IV v VI VII VIII 
l· .43 
r 
10 .05 .• 34 I .• 4o .42 .07 .41 
.4Lj f 
30 l - .04 .36 J .. 42 - .06 .40 .44 
. 
El pirogalol en su efecto directo con e1 AIA requiere co~ 
centraciones del ordGn de 5.10-3 M para la formaci6n del com-
plejo, dependiendo poco del pH. 
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esquema experimental ] 
; I II I III IV I v VI VII VIII! c 
i 
I 









- - -i 
.. 
Pirogalo1 I 
' '- . ~ 













- - - I 1 -
I I rTampon 
3,5i :L ! 1pH 5,6 2,5 2,5 2,5 - - 4,5 I L I ........ ~ TGJnpon . I 
I 2,51 pH 7,8 - ! - - - 3,5 2,5 - 1~ i 1AIA 200~m1 1,51 1,5 1,5 1,5 1,5 ! 1, 5 1,51 1,5 ! 
Tiempo D.O. l I 
- : 1 VII minutos I II III IV v t VI VIIT c 
I • .. . . 
10 .22 .06 .44 .~2 .44 .08 .43 .44 .45 
30 .11 .06 .43 .13 .42. .10 .43 .43 
-
I 60 .09 .07 .42 .• 10 .41 .13 .4-2 .41 -r-
-· 








I 1 1 
-
l 
- - - - - -I 
Pi;rogalol i 
5i10""4 M - ! - 1 - - - 1 - -
Pirogalo1 
I I 5.10-5 M - - - 1 - - - 1 1 
Tampon I i pH 6,8 3,5j 2,5 2,5 2,5 - - - - 4, 5 
Tampon l i 
pH ?,8 
- I - - - 3,5 2,5 2,5 2,5 -
1AIA 200~/m1 i I 1,5[ 1,5, 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1, 
.. . ... 
-----·-I 
tiempo min. D.O. I I 
• 04! 
, . 




30 .30 .04' .40 .39 .09 1 .43 .41: 
·-
60 I .23 .05 .40 .42 .33 .12 .43 _.331 
-· 
120 .16 .06 .41 .25 .25 .19 .43 .25j 
180 I .12 .06 .43 .16 .21 .26 .44 I l .221 I 
E1 comportamiento de la peroxidasa es similar al observa-
do con el extracto enzimatico. Desenmascarando en las proxim~ 
dades de su pH optimo a la fitohormona acomplejada. 
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esquema experimental I 
Extracto 1 1 I 1 1 I 1 : I 
- i - - - -I 
-~ - ! I ---· eroxidasa 
- -
I 1 1 1 1 1 
- - I - I l 
Piroga1o1 I I i I I I 
5.1o-3 M l j I - l - 1 - - 1 - 1 ! -
Pirogalo1 I l I I I I I 
-3 
- I I I 2,5.10 M - 1 - 1 - I - 1 - 1 
·--
Tampon I 1,51 pH 6,8 3,5j 2,5 2,5 1,5 3,5 2,5 2,5 1,5 1,5 
H202 0,3% - - - 1 I 1 - - - 1 1 I 1 
Tiempo min D.O. ---, I 
I ---10 .40 .06 .13 .06 .13 .44 .05 i .13 .06 .11 




esquema experimental i 
I II I III IV v VI c I 

















pH 5,6 3,5 2,5 1,5 1,5 2,5 2,5 4,5 I 
AIA 200~/m1 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 





minutes I II III IV v VI c 
~ 
-····--
10 .• 1? .38 .4? .43 .06 .11 .48 
30 .11 : .34 .4? .42 .05 .11 
·-.. -·. 
I I 
.40 i 60 ! .10 .30 I .45 .04 .14-! l 
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Acci6n del H2o2 
..-.....L ... .-___ ....______. ............ 
- ·--i" 
esquema experimental I 
·-










- - - -
1 
- - - -
Tampon 
pH 6,8 3,5 2,5 1,5 1,5 1,5 2,5 2,5 3,5 4,5 
-
AIA 200(\/ml 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 
_ _.,__ 
H2o2 O, 3% t 
1 
-
1 1 1 1 1 
- -
-,-- .... ·-'· 
___ .__, ----. 
-~l Tiempo n.o. 
- ! xrvl minutes VII VIII' IX X XI XII XIII c 
··f-'---·· 
-
10 .35 .39 .37 .45 .41 .06 .10 .35 .48 
~-------- r---=---···--
__ _,_ ___ 
-"""'-··-
30 .35 .28 .28, .45 .40 .06 .10 .34 
. i 
.!. 
60 I .20 .20 .45 .34 .06 .13 .35 .35 t 
i 
E1 agua oxigenada activa marcadamenta los procesos enzi-




--J soluci6n tamponada pH 5,6 
I . 
Cop. ext enz~matioo Sin ext enzimatico 
-
Tiempo Tiempo I 5 15 30 60 5 I 15 30 60 minutes minutos ! i 
.. 
Pi;r:aogalol Piroga1ol I i 




5.1o-3M .O? • O? .06 .05 5.lo-3M .06 \.09 . .O? .06 I 
HdQ HO.Q l· 
5.10-3M .13 .10 .08 .O? 5.1o-3M .11 ~ .18 .19 .19 I 
T ----· MH MH 1·.30 5.1o-3M .22 .04 .05 .. .03 5.1o-3M .43 .29 .29 
R.esorcina R.esorcina · ! . 
5.1o-3M .21 .04 .05 .04 5.1o-3M .22 i .21 .20 .1? I ! 
I Florog. I· I 
I 
5.lo-3M .08. i .10 .09 .09 I I I 
·-IF 




--- - . 
Soluci6n tamponada pH ?,8 
~--- ---·--
Con ext' enzimatico Sin ext enzimatico 
Tiempo I -. 
minutos 5 I 15 30 60 Tiempo 5 15 30 60 I minutos 
··-~ 
P.irogalol I Pirogalol · 
5~10-3M .oo I 134 .34 •35 5.lo-3M .oo .oo .oo .oo I 
·--····· 
Pirocateq 
.181 Pirocateq · 5_.10-3M .24 .25 .26 5.lo-3M .16 .12 .10 .09 
. -· 
;HdQ 




pQ ~ . ' pQ 
5.lo-3M .O? .23 ; .2? .29 : 5.1o-3M .13 .• 26 .2? .26 
MB Mli 
l5.10-3M .44 .28 .26 .27 5.10-31\1 .45 .32 .32 .30 
--
Resorcina I . ,. R~sorcina 
5.lo-3M .26 .24 1.22 .23 5.lo-3M .26 .22 .22 .22 I 
I I Florog. I 
I ! 5.1o-3M .os .10 .10 .09 I 
--
En el estudio de los distintos compuestos fen6licos prob~ 
dos destac~·os el efecto de la pirocatequina, similar al obse~ 
vado por Gaspar. La resorcina se asemeja en su acci6n frente 
a la auxina a la maleico hidracida, permitiendo incluso el pr£ 
greso de la acci6n enzim~tica, lo gue podria interpretarse por 
incapacidad de formaci6n de quinona. 
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VI.- INHIBIDORES NATURALES DE LA 
GERMINACION 
Aeci6n.de las envolturas externas 
_. ____ ......... -...........-...... -.. .-----------------------
La germinaci6n se realiz6 con granos de cebada normales y 
otros con e1 embri6n descubierto, en distintos medios, duran• 








Sol. tamponada de fosfatos 22 mM, pH 6,8 
Sol. 5.10-3 M de ac. cafeico en tampon 6,8 
Sol. 5.lo-3 M de ac. 
tamponada,. pH 6,8 
L6ngitud de ·.raiz 
em 
Cebada Cebada 






Se observa que el hecho de descubrir el embri6n facilita 
1a germinaci6n y que sustancias naturales como las probadas 
inhiben de forma distinta probablemente en funci6n de su _per~ 
meabilidad, intimamente relacionada con su solubilidad en los 
medics. 
14-0 
Avena oon sus envolturas externas germin6 en cajas/petri 
con 2 ml de H20 y antibiotico durante veinticuatro y setenta 
y dos horas, a 18 QC de temperatura. 
Determinaci6n del estado respiratorio de 10 granos, con 1 














Veinticuatro horas de germinaci6n 
-
-. 
I Avena con envolturas Avena sin envolturas J 
f-1 I r-1 co2 J'-Ll ,-1 I co2 I 
1 
I 
--- I ---02 co2 02 02 co2 02 
3,13 8,1 2,6 15,9 I 21,0 1,32 
·-·-·· -·~·--'· 
4,35 10,0 2,3 16,4 1 i 20,5 1,24 
-
9,4 21,0 2,2 33,5 I 38,5 1,14 l 
I 
9,4 21,5 I 2,5 36,0 I 37~4 1 1~~ 
I 
Setenta y dos horas de germinaci6n 
I 
Avena con envolturas 
I I ;- 1 I .JL 1. qo2 ! I 
I ---
02 I 002 02 I 
27,5 29,4 1,06 
25,6 32,5 1,26 
54,0 73,0 1,34 
-----------·-· ... 




,.1 f1 C02 
I CO ---0~ 0 
-- ':::> --:2.---
--
44,0 48,3 1,1 
--
43,5 57,0 1,3 
---
92,0 102,0 1,1 
-·-- ··~-·--
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En granos completos de avena germinados el cociente resp! 
ratorio indica predominio fermentative. Al ser desprovistos 
de sus envolturas externas inmediatamente aumentan su consume 
de oxigeno y la disminuci6n del cociente respiratorio manifies 
ta el consume de hidratos de carbona en proceso aerobico. 
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La extra.cci6n exhaustiva con cloroformo/metanol 2:1 de en 
volturas externas de avena o granos completes molidos rinde 
un 1,5 6 7 por ciento respectivamente de compuestos solubles 
en cloroformo. 
a) Separaci6n de fosfolipidos 
De una soluci6n de 2 gramos de material extraido en eter, 
tratado con 50 ml de acetona a baja temperatura se obtuvo un 
precipitado que se redisolvio en 10 ml de cloroformo. Las aguas 
madres se concentraron a 10 ml. 
b) Ens~o germinative 
En cajas/petri con 2,5 ml de las soluciones anteriores y 
previa eliminaci6n del disolvente organico, se colocaron 25 s~ 
millas esterilizadas, adicionando el medic basico inorganico 
normal. La germinaci6n se llev6 a cabo durante tres dias. 
Avena sin cascarilla Cebada normal 
-------.....-----------------.- .-.--.-------------
. . . # • • f 
L.R. G.G. ~!.E!. ~~!. 
-.--
--
Fosfolip. 1,7 12 1,8 18 
Otros 
compuestos. 0,8 15 0,15 25 
L.R·.- Longitud de raiz en em. 
G.G.- Granos con germinaci6n visible. 
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I.- El fraccionamiento de 4.,6 g de extracto total disueltos 
en 15 ml de cloroformo, se realiz6 en columnas de 65x3 em, con 
195 gramos de Gel de Silice, 100-200 mesh como absorvente y 
utilizando eluyentes ocn polaridad creciente. 
Las fracciones eluidas de aproximadam~nte 50 ml se concen 
traron a 10 ml y de estes se tomaron muestras de 2 ml para di 
gesti6n con acido sulfurico. Terminada la digestion se diluy~ 
ron a 10 ml, tomando 1 ml y 2 ml para determinaci6n de fosforo 
y nitrogeno respectivamente, resultados que se expresan en D.O. 
La prueba germinativa corresponde a 5 ml de las fracciones 
eluidas concentradas, previa eliminaci6n del disolvente organ! 
co, con medio basico normal y 25 granos de cebada en estufa a 
18 QC durante tres dias. 
.I •. 
t. 1Nitrogeno ' l Fracci6n Eluyente Fosforo I L.R. G.G. i 
-
2' 0-2' 51. ~~- . 1 Cloroformo .10 .• ooo 
2 " .07 .ooo 2,5-3,0 21 
... -... -. 
3 II .13 .ooo ~,5-3,0 24 
-
---.~ 
4 i " .13 .005 3,0-3,5 20 
.. - .. ~-- .... 
l 5 II .29 .• ooo 1,5-2,0 19 
r 
I 




































T. 6 18 II 
---




• I I 
t- .. 66 . .55 
.. ,.. 





23 rr .48 
-
24 I " .30 
25 ,' rr I .30 
~ 









28 i " i .57 + 
.. 
------ --~ .. 
.ooo 2t0-2,5 l~~l 
. -
.005 2,0-2,5 -~7 __ j 
.010 2,0-2,5 20 
-
~- - ----
.010 2,0-2,5 20 
. ~ 
.010 1,5-2,0 17 
···---
.005 I 0 0 
--L--- --- ---- I 
--
. - ·--~-, 
.005 1,5-2,0 18 
·---- ... 
.005 2,0-2,5 17 
--- ·--
.005 2,0-2,5 18 
-·----
.005 1,5-2,0 13 
--=------- ---




.260 0 0 
--
--
.490 0,5-1,0; 7 
--
t--------




.210 1,0-1,5 18 
-··· 
-
.190 l,0-1,5 15 
- .. 
-
.250 1,0-1,5 15 
------
-------
.260 1,5-2,0 21 
--
.190 2,0-2,5: 22 
-····- .. 
.110 2,0-2,5 14 




29 \ " I 
--
2,0-3,0 22 ~ 




________ _,..,. ________ _ 
i\ I . 
_j 
\ I 
5 15 30 Fracci6n 
Algunas zonas de inhibici6n no contienen nitrogeno •. Exis• 





II •. - Esta cromatografia se rea1iz6 a baja temperatura, siguien 
-
do la tecnica de Vobeek y Marnetti (27) para separaci6n de fo~ 
folipidos de ga1actolipidos en dos gramos de extracto disuelto 
en 10 ml de cloroformo sabre columnas de 65x3 em cargadas con 
150 g de Gel de Bilice 100-200 mesh utilizando para su eluci6n 
la ayuda de acetona junto a los solventes cloroformo/metanol. 
Las fracciones de aproximadamente 50 ml se concentraron a 
10 ml. De estas fracciones concentradas se tomaron 0,25 m1 ~~ 
ra la determinaci6n de hidratos de carbona con reactive nntro 
-
na, expresandose los resultados en D.O. 
Fracci6n E1uyente An trona L.R. G.G. 
1 C1orof/Act 1:1 .10 2,0-3,1 20 
2 u .08 2,3-2,7 24 
3 rr .22 2,0-2,? 21 
I 
4 
" .31 0,5-0,8 15 
5 Acetona .• 26 O,l-01 3 11 
6 
" .25 0,2-0,6 11 
7 " .18 1,5-2,3 21 
8 tr .1.00 1,8-2,3 20 
9 " .76 1,8-2,0 23 
10 Cloro:f/Met 9:11 .14 2,8-3,0 I 19 
i 
! I 11 J " .21 1,7-2,5 I 22 1 I 
I 
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12 Clorof./Met 9:1 .P.O 2,0-2,5 : 24 I 
-· 
13 rt .15 2,9-3,1 25 




15 Clorof./Met 4:1 .41 :1,7-2,4 21 
16 II .35 1,9-3,0 17 
17 " .20 2,0-3,0 21 
18 
" .22 3,0-3,5 20 
19 Clorof./Met 1: J .19 1,3-3,0 23 
20 
" ·.19 1,5-2,5 21 
21 rr .17 2,6-3,0 23 
22 It 
.33 2,8-3,3 I 21 
j 
23 n .22 il,2-2,8 13 
I 
l 
24 Metano1 .20 !1,5-1,7 19 
--
25 " .18 1,5-2,4 17 
26 i 
" .20 1,7-2,2 19 I .I 
27 If .46 I 0 0 I 
! I 
28 I It .08 j2,8-3,0 I 21 i 












·:- J --~-· 
i 
1.~ ~ ~--~ I 
L I~ , I 1-r----~ I -~-~ -. ;- j ---~ ! ·-1 : ; - :J ·- ! •!~ t--. ·~ -·~ -· j j : I ~ j; J l r ! 
t- ' i 
,, ~ ~ ~ : ~ i t ~ i ! I I I ' l I I i 1: ! I u r ( i I ~ I : ~. I I ' ~ I I t ~hri I I I I I I ~ ' '; ' I l .I I I t I i !i I r ,! f t I ! ! 
' 
! r; l £ f I 
5 15 n2 Fracci6n 
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Cromatografia en capa fina de algunas de las fracciones. 
Eluyente: Cloroformo/Metanol/agua 65:25:4 v/v 
Revelador: Dragendorff. 
80 () 
70 l ~-· 0 () \_) 
......... 
0 () -~ ,_} 
Go I (~) 
I 
1 () (~) i C> t ·-· 
50 
{-; 
\.. .. <~') 
6 7 20 27 28 nQ fracci6n 
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III•- Con el fin de ebtener una mejor resoluci6n , la croma-
togra!ia se realiz6 ~on 1 gramo de extracto disuelto en 5 ml 
de cloroformo sabre columnas cargadas con ~cido silicico ac-
tivad~1 utilizando en su eluci6n los solventes cloroformo/ m~ 
tanol. 
Las fracciones recogidas de 5 m1 aproximadamente se reso! 
vieron por cromatografia en capa fina reuniendose las que mos 
traban manchas comunes. 
La determinaci6n de fosforo corresponds a 1 ml del eluido 
expresandose los resultados en densidades opticas. 
; ' I I Fracci6n Eluyente IFosforo Fracci6nj Eluyente Fosforol 
' -~ 
1 Cloroformo .018 13 Cloroformo .OBOI 
. i 
I 
2 rr .025 14 II .040! 
L --~ 
3 " .022 15 ! II 065! • ! 
4 
" .030 16 " .065! I 
-··-! 
5 " .040 
I 
1? II .l?O; 
6 " .015 18 II .150: 
-. 
l ? II .030 19 " • 260j I I 
" 
I i 8 If 
.035 I 20 " .2201 i 
! I I 9 II • 025 I 21 Cloroffrr..t 9: .. .070 1 
10 ' 22 j " .025 II .130 






-.-.....!........!-.. _. ~- -. 
l ~5 Cloroi'/Me"b 9 :] 4-7 9:1. .;.~o· 
26 " .050 48 " .~~~] 
27 " .065 49 " .265~ 
28 " .090 50 " .210 
·--; 
29 " .065 51 " .195_1 
30 " .020 52 Clrf/Met 4:1 _.21_~ 1 1.. 
31 " .045 53 " .325. 
---1 
I 
32 II .025 54 " .3191 
. 
- -
33 rr .040' 55 II .320 
34 " .020 56 II .300 
.. 
35 " .015 57 If •. 265 
·-
36 " .010 58 " .300 
37 " - 5':1 rt .260 
4 
-
38 " - 60 " .3?9 
--
39 t II 61 If .365 l -I . 
40 i rr 62 " 
_.205 ·I -
41 " - 63 " .190 








44 I " - " l .2051 I· 6 
-
45 " .BOO 67 " :34~ 





69 Clof/Met 4:1 1.000 91 " i 
--
·.:80 -1 70 " 1.000 92 If 
t. 
71 rt .850 93 rt .420 
-~-
72 II .690 94 II .380 
~ 
73 n .580 95 IJ .280 
_tL 
·-
74 " .540 96 II .245 
t 
75 tr .465 97 " .340 
I 
76 " .420 98 " .297 
. I 
77 rr .480 99 rr .210 
I 
-
?8 tr .680 100 " .170 
··-·--------
I 
79 " .420 101 " .185~ 
80 








" .542 104 It • 35~ __ .1 
--· - I 83 " .605 105 II .318 
·-
84 
" .660 106 " .280 
--
-· 
85 rt .850 107 " .219 
--·- -···--·----- ~-
86 C1or:f/Met 1:1 .110 108 It .230 I 




" .6?0 110 rr .270 
L 
89 II .740 111 " .210 
-----·-t--·--- ----- -~---H- -------90 . II .630 112 " .165 
··- -·-----···· ···-··---- ··-----·- ····-.. ···-L----.. -· 
153 
,-------·-,--·------- -· -· 
113 C1orf/Met 1:1i .188 136 Metanol .950l 
. 
114- rr .095 13? " .?60 
' 
115 rr .082 138 n .600 
t--· I 
116 II o120 139 " .520 
I I 
11? rr .095 14-0 " .850 
I 
.. 
118 II .260 141 Met/AcH 5% 2.000 J 
119 Metano1 .500 142 II .320 
120 
" 
•. 505 143 " .050 
I 
121 It .560 144 II .O?O 
--
122 II .480 145 II .0?5 
--
123 " .460 1% " .0?5 
I 
-· 
124 " .380 14? II .200 ____ .. ____ 
-
125 " - 148 " .060 t , I 
-·-




12? " .4-49 150 " .380 
128 " .1?5 151 rr .125 
129 If .160 152 II .O?? 
I 
···-
130 " .290 153 II .110 
~--
131 " .830 154- II .0?2 
132 II 1.300 155 " .030 
133 " 1.200 156 II .030 
~ 
134 " 1.100 15? II .030 
.. 
135 i II 1.100 158 II .145 I 
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Desarrolladns todas las fracciones en el sistema cloro-
formo/metanol agua 65:25:4 y revelados con r 2 , luz ultraviol~ 
ta, Dragendorff modificado, ninhidrina 6 difenilamina se agru 
-
paron de la forma siguiente. 
-----------·. 
Fracciones Ri' Revel adores I 
1 a 38 frente u.v. 




51 a 65 47 u.v., I2 
' 
difenilarnina 
66 a 73 62 I I2, Dragendorff I 
74 a 82 57 y 62 u. v. (1~), u. v. y I2 (2~) 
-
83 a 97 57 u.v., I2, Dragenclorff 
--
! 98 al06 57 I2, ninhidrina 
107 a 114 20 I I2, ninhidrina 
I 
115 a 129 63 i Dragendorff 
--
I z,; I2, Dragendorff 
El analisis de la resoluci6n cromatografica de lns colum• 
nas en capa fina revela que la separaci6n no es buena en cuan 
-
to a componentes se refiere. Obteniendose en la separaci6n de 
galactolipidos de fosfolipidos con acetona en frio alguna mej£ 
ra. Los ensayos biologicos muestrnn zonas de inhibici6n que C£ 
rrosponden en algunos casas con la presencia de sustancias fluo 
~ 
rescentes y en otros con compuestos que reaccionan con antrona. 
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Desarrollo bidimensional en los sistemas I) cloroformo/metano1 
/agua 65:25:4 y II) butanol/Ac. acetico/agua 60:20:20 de las 
fracciones reunidas nQ 65, 73 y 129 + 142 • 







Acci6n de los hidratos de carbono 
-------.-.--------...... ~-.....---- ... ~---... ------
• I' 
a) Germino.ci6rl 
La germinaci6n se realiz6 con granos completes de cebada, 
conteno, trigo y avena sin envolturas externas en cajas/petri 
con 4 ml de medic nutriente inorganico, m~s el azucar corres-




Hidratos de Cebada Centeno Trigo Avena car bono 
D-Manitol Normal Normal Normal Normal 
D-Glucosa . Frenada Retardada Frenada Frenada 
D-Sacarosa Retardada Normal Retardada Retardada 
D-Galactosn Inhibida Inhibida Inhibida Inhibida 
L-.Arabinosa Ret. irrg· Ret. irrg Ret. irrg Ret. irrg 
Melibiosa Normal Normal Normal Normal 
Rafinosa Normal Frenada 1 Normal Normal 
I 
Maltosa Normal Normal Normal I Normal 
Lactosa Normal Activnda Normal I Normul 
-1 
La D-galnctosn a determinadns concentrnciones inhibe marcQ 
damente la germinnci6n. 
La germinaci6n irregular debida a le L-arabinosn muestra 
algun impedimenta, probablemente de caracter competitive. 
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b) Asimilnci6n 
Estas pruebns se realizaron en tubos de ensnyo, utiliznn-































\Centeno Trigo Ave no. 
! --~ 





2,0 2,6 2,3 0,6 0,6 
-·· I 
;.;,o 3,5 3,2 2,6 2,0 2,0 
l4,5 4,5 3,5 2,4 2,2 1,8 
I 0 1,0 0 0,5 0 0,5 
I 
! ·-. c-· 
12,5 
I 
3,0 2,0 1,6 0,9 0,9 
-----
2,5 4,2 4,0 2,9 2,0 2,4: 
~----
irrg irrg 3,7 2,0 2,2 1~? i 
13,6 3,2 
I 
3,0 2,1 2,6 1,4 
----.----~-- ·····---
2,3 2,5 I 4,8 I 4,6 
- -I ______ .,.. ___ . 
I 
La fuerte inhibici6n de ln D-gnlnctosn en el crecimiento 
de la plnntuln npnrece de forma desigunl para sus orgnnos, yo. 
que frente n una cnsi inhibici6n totql de ln rniz se nprecio. 
algun desarrollo del tnllo. 
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c) Efecto de 1a concentraci6n de ga1actosa 
Las semil1as germinaron en cajas/petri con medias basicos 
inorganicos y distintas concentraciones de D-ga1actosa/manitol 
durante cinco dias. 
Medios: 
I.- Manitol 3,0 % 
II.- Manitol 1,5% • Galactosa 1,5% 
III.- Galactosa 3,0% 
I II I III 
Longitud em ,,Rai~' 1 Tallo~ Raiz ·;Tal+o Raiz Tallo 
··--
Cebada 2,8-3,0 1,5-2,7 0 0,2-1,4 0 1,4 
Centeno ·2,2-3,0 1,8-2,8 0 1,0-1,3 0 1,4 
-·----
Trigo 2,5-5,0 2,4-3,8 0 0,3-1,0 0 1,2 
·--·-
Avena 1,2-2,0 1,1-1,4 0 0,?-1,3 0 1,2 
-·--·-
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Los ensayos corresponden a 10 semi11as de avena sin envo! 
turas externas que germinaron en medios con distintas concen-
traciones de D-ga1actosa y antibiotico durante veinticuatro y 
cuarenta y ocho horas. 
En los matraces manometricos se adicion6 1 ml del mismo 
medic germinative. 
Medics . . 
I.- Manito1 3 96 
II.- Manito1 1,5 96 + Ga1actosa 1,5 96 
III.- Manito1 2,0 96 + Galactosa 1,0 96 
IV.- Manitol 2,6 96 + Gal acto sa 0,375 96 
Veinticuatnn horas de germinaci6n 
- ....... _ .. - ··~ 
l I Tiempo I I I f II II II 




7,4 13,6 1,84 7,8 12,7 1,62 
30 6,7 12,0 1,78 6,0 12,8 2,10 
-- ··--··--
60 21,0 27,0 1,30 15,6 24,5 1,50 
I 90 I 17,2 22,2 1,30 15,0 20,5 1,40 























I 90 I l 
·-
III III III IV IV IV 
p:l 02 )J.l co2 C02/02 f-1 02 .·fl C02 C02/02 
6,5 10,4 1,.6 ?,2 13,8 1,?6 
?,7 13,8 1,8 ?,-9 14,? 1,92 
-- , ... 
18,3 24,0 1,3 1?,6 25,5 1,.44 
.-
18,3 22,1 1,2 20,0 26,0 1,30 
1?,0 20,? 1,2 20,5 26,9 1,31 
--
Cuarenta y ocho horas de germinaci6n 
I I I 
lA.-1 
I 02 y-1 c~2 002/02! 
2?,6 35,6 1,-29 
28,2 34,4 1,22 
58,0 66,5 1,14 
66,0 75,0 1,13 
I 
III I III III 
.r 02 f C02 002/02 
22,5 32,6 1,46 
24,5 31,5 1,30 
47,0 55,0 1,16 
57,0 63,5 I 1,11 
--.....-· 
II II 





42,6 I 5?,.0 -=--. 
IV IV 


































' i5 (;0 minutes 
La inhibici6n del crecimiento de semillas por efecto de la 
D-galactosa, puede apreciarae no solo por su germinaci6n visi 




I.- Manitol 3 % 
II.- Glucosa 1,5 96 + Galactosa 1,5 % 
III.- Glucosa 2,0 96 + Galactosa 1,0 % 
IV.- Glucosa 2,625 + Galactosa o, 375 % 
v.- Glucosa 3 % 
Tercer dia Noveno dia 
- I l -----Longitud em Raiz Tallo Raiz Tallo · 
---.... -... 
I 1,4-1,9 0,5-1,0 3,4-3,6 0,8-1,0 
II 0,4-0,9 2,0-2,5 l,0-1,6 4,3-4,8 
III f 2,5-3,0 l,0-1,5 5,?-6,2 1,5-1,9 
IV 3,0-3,5 2,0-2,5 5,5-6,4 8,8-9,2 
- -- ·--·-..... ··-
v 3,4-3,5 1;7-1,8 6,5-7,1 7,5-8,0 
-
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VII.- ESTUDIO DEL HETEROGLUCOSIDO 
" TIPO IRIDOIDE " 
a) Semillas.-
Los extractos metanolicos/acuosos de las semillas de la 
planta Euphrasia rubra contienen agentes inhibidores de la 
germinaci6n y del crecimiento, faci1mente observables en las 
pruebas germinativas a distintas concentraciones. 
Separados los compuestos por cromatografia en capa fina m~ 
diante el sistema cloroformo/metanol 85:15 se pueden apreciar 
tres tipos de compuestos. 
1.- manchas marron oscuro con Rfs, ;19 y .48 
2.- manchas fluorescentes azules con Rfs .52 y .60 
3.- manchas amarillas con Rfs .41 y .76 
b) P1antas.-
Debido a la dificultad de la recolecci6n en cantidad de se 
mil1as tan pequefias se prefiri6 trabajar con la planta compl~ 
ta. 
La germinaci6n se realiz6 con granos completes de cebada 
en cajas/petri, en medics de concentraciones decrecientes de 
los extractos cloroformicos obtenidos de la planta " Odonti-
tis rubra". 
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. , Granes Longitud 
dGncentrac16ll germinados de la raiz Observaciones 
_r .. ~-5~2!osl_ ---~~2 _____ (em) .,_ 
-----....-.----.-
~-----------........ ._ ..... -.:, 
3,0 Inh. total 
1,5 Inh.. total 
0,75 20 0,3 Inh. parcial 
0,375 55 0,8 Inh. parcial 
0,18? 70 1,2 Inh. parcial 
Control 80 2,1 Germ. normal 
El extraoto cloro.formico de la planta "Euphrasia rubra" se 
er~atografi6 en columna de Silica Gel 100-200 mesh con clor2 
formo, analizando contenido y actividad de las fracciones elu! 
das al aumentar gradualmente la proporci6n de metanol. 
En la eluci6n eon cloro.formo/metanol 85:15 se arrastran, 
en primer lugar, dos bandas~ amarilla y amarilla oscura, port~ 
doras de colorantes amarillos y compuestos .fluorescentes, re-
eogidas como .fracciones III 7 IV, de caracter acido. 
Inmediatamente despues apareee el glucoside tipo Iridoide, 
en forma mas disociada., recogido en las fracciones v· ·y \Tlo 
Despues se eluyen en menor cantidad otros glucosidos menos 
disociados., pero oonteniendo probablemente aglucones semejanc-, 
tes .. 
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Compuesto Prueba Cantidad de la mezcla Fracci6n principal germinativa AIA-oxidasa (%2_ 
.. -~--
-----..-----.----
,_, ____ ._. ____ ...,.~ 
----~--...-----.... ------- --------
III Colorantes Inhibici6n Inho fuerte 2,5 
Comp. fluo. 
IV Comp. fluo. Inh. fuerte =:-:nh:ibici6n 5,0 
Form. compl • 
. • 
v Gu9osido.:..·. Inh. fuerte Form. compl·., 
Tipo Irid. ' ) 12:;9 
VI Glucoside· Inh. fuerte Form. compl. 12,0 
Tipo Irid. 
VII Otros glue. Inh. debil Inerte ?,0 
VIII Otros glue. Inerte Inerte 3,0 
Este glucoside se eluye de las columnas mezclado con otras 
sustancias, espeoialmente con un compuesto fluorescente azul 
oscuro. 
For cromatografia en placas preparativas desarrolladas en 
el sistema cloroformo/metanol 85:15 6 80:20 v/v se obtiene una 
banda superior con debil fluorescencia azul, seguida de otra 
fluorescente azul oscura. 
El glucosido tipo Aucubina, con debil fluorescencia azul, 
al hidrolizarse en medic ~cido se ennegrece, ya que el aglucon, 
poco estable, se polimeriza rapidamente, dando un producto amor 
16? 
fa negruzco, por lo que reveladas con ClH/FeC13 y calentamie!:. 
to a 100 2C da una maneha negra seguida de otra marron oscu-
ra. 
Su purificaci6n se aprecia mediante los espectros u.v. 
puesto que este glucosido no presenta absorci6ri en la zona de 
310-315 nm, mientras que el compuesto fluorescente oscuro da 
un maximo de obasorci6n (A max •. 312 nm) en est a regi6n. 
Mediante hidrolisis ~cida en metanol a tamperatura ambien. 
-
te pueden extraerse con eter unos compuestos intermedios verdo .. 
. . .-
sos con el mismo espectro u.v. que el glucoside. El azucar li 
-· 
berado es glucosa, segUn revela 1a cromatografia en papel desa 
-
rrollada en e1 sistema butanol/piridina/agua 6:4:3: v/v.· 
Operando en medic basico para evit~ la polimerizaci6n, se 
logra separar el acido benzoico en el proceso de saponifica-
ci6n. Previa acidulaci6n, se 1ogra aislar el ~cido benzoico pu 
-
ro por arratre de vapor. 
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(\ f) ~ I J \.) 
G Glucosa 
Gl Galactosa 
X M Mb 
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Separado este glucoside "tipo Iridoide" se acetila con an 
-
hidrido ac~tico en piridina. 
El glucosido de la planta Euphrasia rubra da un compuesto 
que recristalizado en metanol/agua funde a ?2-74 QC. 
Su cromatografia en capa fina con el sistema acetate de 
eti1o/hexano 1:1 nos revela que el compuesto acetilado con Rf 
.4? presenta alguna impureza fluorescente con Rf .097. Recris 
~ 
talizado varias veces en etanol/hexano d! un compuesto con P.F. 
87 QC. 
El compuesto acetilado de la planta " Odontitis rubra" r~ 
cristalizado en metanol/agua da un compuesto puro de P.F. 84QC 
y con e1 mismo Ht .47 • 
La identidad de los espectros ultravioletas de estos der! 
vados acetilados, similares al del glucoside cAmax 229 y 274 
nm), nos hace considerar que este Principia Activo es comun 
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Sol. tamponada de fosfatos 22 mM a distintos pHs 
0,5 g de glucosido/100 ml de sol. tamponada 
0,25 g de glucosido/100 ml de sol. tamponada 
o, 125 g de glucosido/100 ml de sol._ tamponada 
4,7 5,6 6,8 7,8 
G.G. - Granos germinados 
L.R. - Longitud de raiz 
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Germinaci6n de 50 granos de cebada durante tres dias. 
Medios 
. 
I Sol. tamponada de fosfatos 22 mM pH 6,8 
. . 
II Sol tamponada de ac. giberelico 2,5.10-5 M 
. . ~ . 
III Sol. tamponade de ac.- giberE}lioo--2,5.10-5 M 
Glucoside 0,5 g/100 ml 
IV o, 5· g de glucoside/. 100 ·ml·· de·. sol~. t·&mp.onada~ 
Extracto acuoso: Maceraci6n de 25 granos germinados en 100 ml 
KCl 0,15 M.y centrifugaci6n. 
Actividad amilolitica total ..- .... .._ __ .._._._. ________ ._....,..__ _______ ._. ______ __ 
Mezcla de reacci6n : 1 m1 de extracto acuoso m~s 1 ml de so-
lici6n CaC12 0,2 M y 2 ml de almid6n tamp. 
-
Medias I II III0 III1 I\~ 




.... _ .............. ~ r------
_._,.. _____ 
L.R. em 2-2,5 2,5-3,0 1-1,5 1,5-2,0 l,0-1,5 
Tiempo min. n.o. 
- .. 
5 .57 .51 .60 • 56 .64 




., .. ___ 









III0 y III1 indican que el compuesto frenante se adicion6 a 
cero y un dia de germinaci6n. 173 
\ "Medios 
' I I II ! 







1,8 0 I 
I 
- ~-·--· ... 
Mezcla de reacci6n : 1 ml de extracto acuoso mas 1. ml CaC12 0,2 
M y 2 m1 de almid6n tamponade, calentado 
a 70 QC durante 10 minutos. 
Medios I I II I III0 J III1 11 IV • --·--·· - ·-·-··· ······--·J·-.-4.--··-• L-- • -- • .. ·- ----- -··• -·-··-··---·· .-
Tiempo min. n.o. 
15 
- ---5---- :72 --~·?a._ .J · .75 , • 73 • 84 
___ ._6~~-~ .63 .60 .66 ; 
I :: ·:~: t-- :: ~.10 ::: I :::---\ 
'-----------·-·· ----- -----r----------------.- ·--- --·----- --+-------1-----~ 
l I i ! .. 
,Iridoide 1 g/500ml 1 0,5 I - 0,5h 
I ! I iiridoide 1 g/lOOOml i - 0,5 - 0,5 l 
---~~-· 
-· -·--
Tampon pH 6,8 1,75 1,75 2,5 2,5 
.,.~·---
AIA 200 (\/ml 0,?5 0,75 
- -:_ ______ 
~ .. ·-······-. 




---- ! - I ---· 
Extracto I 1 1 I - 1 1 
-----
1 1 
- -~t~~~e ·= ~--1·--~ 1. r -~ ~-1 __ ·-... -_·-_--_1-+--- -~----1 1 1 1 
j- --~- .. -
Tampon 
pH 5,6 2,5 2,5 3,5 
- - - - - -




pH 6,8 - - - 2,5 2,5 - - - -




pH 7,8 - - - - - 2,5 2,5 - -
AIA200'6/ml 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 
·---'~ 
-
H202 0,3% 1 -~- 1 I 1 - 1 - - -~--- '---·_J __ 
·- --~---- -- '-----+------------ ~------· ·-· 
.. ·--···- . ·---- -- -----
_____________ ..  --------------- -·· 
. ----· ···- . ----··· ----··----· --~----- ----------·--·-------··"· ---= ....... - i 
Tiempo min. n.o. 535 run I 













15 .11 .22 .21 .. 13 .20 .18 .22 
- -1--·--------r---- ,:._ ____ ~-----; ;;:__ __ f-!---
30 .08 .22 .19 .13 .21 .17 
.21 H _ 
, .• 08 .·.22 
' !.----!-- . --··- ·--·· 
60 .18 .13 .21 .16 .2~_1_: .... : 
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Actividad ATP-asica.-
I i I -·· ----·--·- I . Tris/ClH pH 7 1 1 I 1 1 1 
--=---·-1 ---A--0 -- I 









- - - -
o,1 0~2 --~-1 
0,5 0,5 0,5 0,5 Extracto 0,5 0,5 i 
-
-
- - -1 H20 0,4 0,2 I 0,1 - o,1 
---------·--·---, -- ···- [:------ ----- -· 
ATP 0,02 M 0,1 0,1 0,1 0,1 o,1 0,1 
------
I 
!Ac. perclcrico 0,5 0,5 0,5 0,5 0-~--~~~-1 r-------------1---·--f--
. )A-moles Pi· 6 l l-1-;1:;;:~:·10 1430 11530 1530 . 1532 1450 1480 
-J-
Fracci6n I·.- Glucoside de la plant a Euphrasia rubra 
Fracci6n IT.- Glucoside de la planta Odontitis rubra 
Extracto .- Extracto enzimatico purificado en Sephadex G-50 
De los resultados obtenidos en la germinaci6n de los gra• 
nos de cebada, este compuesto parece apropiado como agente fre 
-
nante del crecimiento en malteria, ya ·que a bajas concentracio 
-
nes inhibe notoriamente el crecimiento de las pl~tulas sin 
disminuir sensiblemente las actividades amiloliticas y diasta 
-
sicas. Concretamente la actividad diastasica media de la mate 
1?6 
ria reductora es un poco menor, mientras que 1a actividad ami 
lolitica valorando especialmente~-amilasa es del mismo orden 
que en la germinaci6n normal. 
El estudio de estos compuestos en 1a formaci6n de comple~ 
jos moleculares nos muestra que su interacci6n con la fitoho~ 
mona a concentraciones de 1 g/500 m1, d~ valores constantes 
e inhibe la reacci6n enzimatica AIA-oxidasa. El agua oxigena-
da no desenmascara a la fitohormona y al parecer activa la : 
reaoci6n. Poniendose de manifiesto que el compuesto Iridoide 
aislado no se comporta como los compuestos difenolicos, aunque 
pudiera tener alguna afinidad con la auxina. 
Las fracciones I y II obtenidas de los extractos acuosos 
de las plantas Euphrasia rubra y Odontitis rubra no muestran 
inhibici6n de la actividad ATP-asica en extractos de raices p~ 
rificados en Sephadex G-50. Incluso la Ouabaina muestra una 1~ 
gera acci6n inhibidora (5%), lo que demuestra que las ATP-asas 
presentes en las raices de los cereales son distintas de las 
descubiertas por Skou o al menos su participaci6n es pequefia. 
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Aetividad ATP-asica en las raices de los cereales ~- .. _______ ......,_____ - -.........~--__...,_
Purificaci6n del sistema enzimatico 
a) Cromatografia 
10 ml de extracto crude (5 g de raices frescas de cebada/ 
20 ml de KCl 0 1 15 M) en columnas cargadas con Sephadex G-200. 
La reacci6n enzim~tica de las fracciones eluidas se reali 
za segUn esquema, expresandose los resultados.en (fJ~mles Pi/ 
. . . 
ml •.. minuto).106 • 
esquema experimental 
Tris/ClH O,l M 1 m1 1 ml 
I 
Extracto 0,8 " I 0 8 " 
' 
MgC12 o,o2 M - 0 1 " 
' 




ATP 0,02 M 0 1 II od 
' 
Aotividad Fosforo 
ATP-asica Proteinas inorganico 
I 
I I Eluido 
Ext·Uig .w..f (!ml .,.,. 
-
Ext. ~/ml 
. cl . I 
I 
r 35 0 0 169 0 I 
r 40 0 0 206 0 l 


















45 0 0 152 0 .~05 .240 
. 
··-~-···---
50 133 129 152 0 ;084 .087 
·'--
55 347 358 152 0 .097 .097 
····--·· 
60 739 1099 187 0 .097 .097 
~-
·r -~·-- ~ 65 798 1144 206 0 .092 .104 
------- .. 1-
70 981 1232 260 0 .152 .157 
75 996 1193 239 0 .157 .157 
----
1---'-··--·· 
80 1035 1247 239 0 .153 .152 
--··.L.. ·- ... ·-- ... 
85 996 1331 239 0 • 149 .144 
' 
"-···' 90 621 986 318 0 .334 .275 
·--
95 404 428 459 14 .820 .650 
-- ·1---·'·-"• 
100 394 419 693 54 1.600 .1.200 
..... ----~ ...... ·-· 
105 487 493 e1evado 178 2.000 1.600 
--
f.-"----
110 478 478 e1c'.:!:H~-o I 172 2.000 1.900 
--f-· 
-- . 
115 355 379 elevado 130 2.000 1,900 
·-··-···--··--··· .. 
120 236 236 500 77 2.000 1.400 
"-· -- ~-- ··- .... ··-





152 f 19 .830( .650 





Los graficos representan los resultados en densidades o~ 
ticas y p.moles Pi/ml.m~'l\:i9..:;·· . t~e:.~jl a ml de eluido. 








1---t--~· ---.......---..--:·--:...· ~· .-....;..· . .;..• ~· ..:..• ..... -
Medida 280 nm 
. -· Ext~.,~ 
"\ .. -





La zona de m!xima actividad en presencia de Mg++ muestra 




Las fracciones eluidas correspondientes·a 50 y 60 ml del 
extracto crudo purificado en Sephadex G-50 1 se reunieron cons 
-
tituyendo asi el extracto purificado. Observandose los efectos 





Tampon Tris/ClH O,lM - 1 ml 
Ext purificado G-50 
-0' 5 " 
H20 0 4 If 
' --~ 
ATP 0,02 M 0,1 " 
I ------.----· 
pH 4 5 6 6,5 ? ?,5 8 9 
-
IL.unoles Pi 6 ~--------- .10 9? 100 260 390 390 240 ?0 32 
ml.minuto 
-
.. ~ ...... -
\Temperatura oci 
--, 
- I 22 28 35 40 50 




Estos extractos presentan actividad ATP-asica optima a pHs 
6,5 a ? y 28 QC de temperatura, siendo activados no solamente 
, 
por Mg++ sino tambien por Ca++. 
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Act~~~~i6n EOr iones met!licos 
Con la adici6n de Mg++'6 Ca .. se observ6 un aumento en la 





'""-., mM J 
ion'"-.... 100 t 10 1 0,1 0 
t---------..::::!.. ,.--- -- ... -·------ .. 
-----
'------- ·---·-- ~ _ ...
Mg++ i 3'+? 393 '+19 393 301 
ca++ l 334 I 379 4-06 400 -
La actividad enzimatica significativamente m~s e1eyada cuan ,. 




pH 4 5 I 6 6,5 i 
' Ext. 8? 97 248 392 
Ext + Mg++ 166 177 400 440 
i 













El aiateca enzimatico es inhibido en presencia de Mg++ y 
dependiendo de la concentraci6n, por iodoacetato sodico,. para-
hidroximercuribenzoato y fluoruro sodico • 
... -·-·-- -----· --· 
lrnhibidor y Inhibici6n % 
,cone. de 
--lo-2 i 5 •. lo-3 .. --~ ~ibidor 10 
-------···-
-·--·- -··---t---~-· 
ctNa 82 ' 33 4,5 ~------- -··-·- '-
I pHMB 30 16 9,0 
I 
I 
I tl'aF. 13 - -
--····-.J . -
Cinetica de la reacci6n enzim~tica 
...,_... ............ -----..--~--------~-.-.-.--.........-----
Determinaci6n de Km 
La reacci6n se efectu6 por adici6n de soluciones de ATP a 
distintas concentraciones, sobre la mezcla de reacci6n enzim~ 
. ' 
-3 tica. Obteniendose un valor para Km de 2,5.10 M. 
Medido el efecto de la concentraci6n de sustrato sobre la 
velocidad de reacci6n, en presencia de inhibidores, iodoacet~ 
to s6dico (5.10-3M) y pHMB (lo-2 ·M), se pudo observar la no 
alteraci6n de Km y si la reducci6n de la velocidad maxima, co 














El extraoto crudo (5 g de raices frescas disgregadas en 
20 ml de agua desti1ada), en saeo de dialisis frente a so1u~· 
ci6n tamponada Tris/C1H 0,1 M pH ? y EDTA 0,1 M durante 88 h£ 
ras, constituy6 el extracto dializado 




I mM I 
ion ' 10 1 o,.1 0 J 
-· Mg~ 921 1080 832 466 
~t:: ---1140 1210 1080 
-




y I Inhibici6n % 
leone. de I 10-2 I lo-=3-r-o-4l-o.:5' 1·0.:6 10-? linhibidor 
··-








4 9 0 I I 
' 
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Efectos mostrados por distintas concentraciones de Na+ y K+ 
en presencia de Mg++ y ca++ sobre la actividad enzim~tica··· 
esquema experimental 
-
-I I I i Tris/ClH pH 7 1 1 1 ! 1 1 1 1 1 1 
.. r-- •· r----·-·-
MgC12 o.o2 M ... o,1 - lo,i 0,1 - 0,1 O,l~ - 0,1-










"--jNaCl 1 M 
- -
- ·+--=: 0,2 0,2 0,2 - - -
--
KCl Q,2 M ... 
-
. ,. I ... 0,1 0,1 0,1 
- - -
--·-" ~-
----1'- -- ··--- ---- ---. 
--
~----··--·· 
NaCl. 2 M 
- ··-
- - - - -




KCl Q,4 M 
-
- - -j -
- -
0,1 0,1 0,1 
--· ---




TP o,o2 M 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
I . --- -' ~o~s Pi 6 1280 
- -----:-.. 10 I 910!1220 1040,890 1090,1020 860 1000 910 
m~.min;.. 1 I I I I i 
----·-· 
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Extractos dializados de otros cereales 
Efecto de pH en l~s extractos dia1izados de cebada,cen-
, 
teno, trigo y avena. 
~~2!~.Pi • 
• 106 m1, minutes 
~-
pH 4 5 6 ? 8 9 
Cb 260 268 260 281 139 10? 
Ct 346 335 281 238 118 64 
Tr 268 303 260 228 83 64 
-- --
Av 156 156 148 156 156 116 
Efectos de activaci6~ de Mg++ y ca++ 
I • mM i 0,1 o,o1 0 
iones Mg+J. ca++ Mg++ ca++. Mg++' ca"'*i Mgurc~~ 
1 ----
Cb 1080 1210 832 1080 










------~t----0--b---,:--C-t---r-T-r--=--A--v- Cb Ct -T--r·--A-v ·-t 
Ext. 260 281 281 156 273 238 228 161 
~--~~~--~----~---r-----+----+----+---~-----Ext+Mg~ 536 , 7~4 750 156 710 522 619 110 
- --_.....,__.....,.__--+----+----------- --
Ext+ca++ 541 ?50 763 90 678 536 
_ _,__ __ ...._......~-----
697 116 
Ext+Fe++ 268 I 501 455 77 339 273 ---292 84 
~--~~+----+'----+---~----;---~~--~----------
Ext+Fe+++ ~~3 I 59 54 52 429 378 339 123 
' ~-----~~----~---+------~--~----r--~~--~----Ext+MD~ 498 726 697 110 643 563 389 ·103 
---- --- f-·· -------· -·-- .. ·--------~----·--· -- ----··- -· -~---------- ---- ··r=· ~::...-f------
Ext•zn++ 455 809 787 84 442 455 442 I 56 
509 103 Ext+Cd+~ 493 351 643 116 563 429 ---·-
t------=~~---+-·--+----t---+--~1------+---......_-._ 
Ext+Ni++ 442 501 493 135 423 356 281 123 
l----:--=---+---+--·---+---+-----+---..._.-----1--·--,._l---·---- --
Ext+co++ 552 78? ?74 
Ext+Cu~+ 228 346 388 
Ext+Ba++ 268 260 238 
123 619 541 4?? 103 
43 268 214 238 ) ?9 
169 322 260 238 135 
1------+-------+----1-----t---+----+--+----.j-----· - .. 
Ext+B+++ 238 228 214 - 260 228 214 116 
...,.__ __ .,.__ ____ ,_ ___ ___.... ____ ~1------+----·-t-·---- -----~~---- ------- . 
Ext+A1+++ - 214 203 - 292 281 281 129 
---- ---· -----1 
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pH ? Cb Ct Tr Av 1 
·$xt 150 150 182 161 
'Ext+Mg++ 268 429 541 110 
Ext.a.-8a ++ J 193 442 659 119 ----~ 
E+Ca+++Mg++ I 193 536 589 113 
. 
E¥t+Fe++ 182 182 238 ?7 
E+Fe++.,_Mg++ 161 238 281 56 
Ext+Fe+++ 260 228 3?0 144 
E+Fe+U+Mg++ l 321 3?0- "4~9 103 I ~-- -- - -Ext+Mz1~+ I 228 4?? 384 109 
E+Mn"'""+Mg++ 
I 
193 455 466 110 
I 
Ext+zn++ I 182 335 429 43 
r--------------------t------------ ·- ------ f...-------
E+Zn+++Mg++ l 1?1 268 273 36 
---------+-
Ext+rtd++ I 321 i 339 501 100 
~-- ------~------+-- .. 
E+Cd++ +Mg++ l 273 339 466 103 
I--· 
' 
Ext+co++ 129 429 429 103 I I I 
E+co""""+Mg++ ! 
I 
129 I 480 356 110 I 
Ext+cu++ 83 110 204 ?3 
--· 
E+Cu+++Mg++ 107 2?3 281 ?3 
f--.-----, 





:::--t 501 589 103 ~ I -------: Ext+z+++ 106 129 103 
E+B++++Mg++ l 384 429 509 I 84 l 139 
pH 6 Cb ! Ct Tr f Av ! 
Ext 292 150 268 1?0 
Ext+Mg++ 804 498 6?8 149 
Ext+ca++ ?43 431 ?31 128 
.E+ca+++Mg•+ 830 488 ??? 130 
Ext+Fe++ 611 412 498 65 
~Fe.&.++Mg++ 654 442 456 65 
Ext+Fe+++ .. 6? 40 59 50. 
EJ.Fe +++ -1-Mg ++ 64 54 59 57 
Ext.&.Mn .&.+ ??? 536 6?8 123 
. E+Mn ++ +Mg ++ ?85 555 6?8 130 
Ext+zn++ 782 47? ?63 5? 
E+zn+++Mg++ 804 498 356 50 
Ext+Cd++ 
I 
?21 431 541 10? 
E+Cd"'-"+Mg++ I 664 498 536 97 
Ext+ co++ ?63 541 ?31 11? 
~co+++Mg++ ?82 541 743 123 
lExt+cu++ 
: 
182 113 389 32 
E+Cu+++Mg++ I 225 134 412 49. I 
Ext+Ba++ I 246 1?1 1?1 1?0 I i 
~Ba+++Mg++ l ?77 536 650 162 
[Ext+B+++ I 236 80 225 123 
-· 
lE+B-1-1-1-+Mg ++ ?43 442 630 11? _J. 190 
En extractos dializados se apreoi6 que el aumento de la 
~ 
actividad por el ca++ podia compensarse eon concentraoiones 
, 
de ~ y Na+. 
En el estudio de la actividad conjunta en los distintos 
eereales se aprecian diferencias considerables, lo que per-
mite acusar la especifioidad nutritiva de cada planta respeo-
t.o a los disnintos cationes y pHs. 
Los fen6menos de sinergia y antagonismo a nivel de iones 
se produoen ya en los fen6menos de absorci6n. 
El antagonismo Fe/Mn y en general entre iones met~icos 
diversos es tipico y provooa earencia inducida. 
Si en el caso Fe/Mn se ha pensado que el exceso de Mn man 
-tiene al Fe en estado ferrioo, forma inactiva en la planta, 




lQ Se confirma que la conjugaci6n en el malteado, de la ac-
ci6n activante del ~cido giberelico con la acci6n de frenan-
tes apropiados da resultados positivos. 
2Q La utilizaci6n de columnas de Sephadex G-50 nos permitie 
-
ron la observaci6n r~pida de los cambios generales ocurridos 
durante la germinaci6n. 
32 El acido giberelico a concentraciones externas del arden 
de 2.lo-5 M activa la germinaci6n y paralelamente la activi-
dad de ~ -amilasa. · 
4Q En los lipidos de reserva se aprecia que los trigliceri~ 
dos acumulados en el endospermo disminuyen durante el primer 
dia de germinaci6n., 
5Q En la separaci6n bidimensional de los lipidos polares se 
detectan cuatro zonas tipicas. La determinaci6n cuantitativa 
de fosforo de estas zonas revela fuerte disminuci6n de liso-
fosfatidilcolina y aumento de fosfatidilcolina durante la ge~ 
minaci6m.-
62 En los extractos de tallos de pl~tulas de cebada se ob-
serva.un mayor contenido de fenoles que en los de raiz. 
72 Los extractos crudos de raiz y tallo de cebada muestran 
actividad AIA-oxidasa, mientras que los de centeno y trigo re 
quieren la eliminaci6n de sustancias inhibidoras. 
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8Q La actividad AIA-oxidasa de la fracci6n proteica se re-
fuerza en presencia de cofactores fenolicos c concentraciones 
adecuadas y de Mn++ como activador. 
9Q El fraccionamiento del extracto crudo por cromatografia 
en columna de Sephadex G-50 separa con claridad la parte pro• 
teica y con menor precisi6n los demas cofactores. Observandose 
paralelismo en las actividades AIA-oxidasica y peroxidasica de 
los eluidos correspondientes a la purificaci6n de la fracci6n 
proteica en Sephadex G-200. 
lOQ El pirogalol en su efecto directo.con el ~cido indol-3-
ac~tico requiere concentraciones del orden de 5.10-3 para la 
formaci6n del complejo, dependiendo poco del pH. En presencia 
del extracto enzim~tico se observan diferentes comportamien-
tos en relaci6n a las variaciones de pH en el medio y concen-
traciones de pirogalol. 
llQ El agua oxigenada activando los procesos enzim~ticos 
oxidativos de los polifenoles, .. permite el desenmascaramiento 
de la fitohormona del complejo. 
12Q En la cebada y avena la eliminaci6n de sus envolturas 
externas favorece la germinaci6n.-
13Q La D-galactosa a1 1,5 por ciento inhibe fuertemente el 
crecimiento de las pl~tulas, aunque de forma desigual para 
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sus dos organos. Inhibici6n total para la raiz y algun desarro 
llo del tall"• 
142 La D-galactosa compite con la D-glucosa en las pruebas 
de asimilaci6n. dependiendo su efeeto de la relaci6n entre ~ 
bos hidratos de carbono. 
15Q Los letargos profundos que muestran las semillas de las 
plantas Euphrasia rubra y Odontitis rubra de la familia de las 
Escrofulariaceas, parece estar relacionado con el contenido de 
sustancias conservadoras del tipo Iridoide. 
16Q De estas plantas se ha aislado un compuesto nuevo tipo 
Aucubina benzoilado, junto con otros Iridoides en menor canti 
dad. 
l?Q El derivado acetilado del compu~sto benzoilado cristal! 
zado de metanol/agua funde a 84 QC y su espectro ultravioleta 
presenta m~imos a 229 y 274 nm. 
18Q Estos compuestos parecen apropiados como agentes fren~ 
tes del cracimiento ya que a bajas concentraciones inhiben n~t2 
~iamenue el crecimiento de las plantulas sin disminuir sen-
siblemente las actividades amiloliticas y diastasicas. 
19Q Concentraciones del orden de 1 g I 500 ml de este com-
puesto inhibe parcialmente la reaooi6n enzimatica AIA-oxidasa, 
pero no muestra inhibici6n en la actividad ATP-asica. 
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20Q La aetividad ATP~asica en los extraetos de raices de los 
distintos cereales es activada por Mg++ y por ca••. El pH OP-
tim~ de la reaeci6n enzim!tica es para la cebada de 6,5 a ? y 
para el centeno y trigo de 4 a 4,5 • 
21Q De los iones ensayados• los divalentes presentan aumen-
to en la aetividad ATP-asica, excepto eu++ y Ba++, en tanto 
que los trivalentes B+++ y Alu.+ no afectan sensiblemente, De~ 
tacando el ion Fe+++ que muestra distintos efectos seg{m el 
pH e inhibe marcadamente a pH 6. 
22Q Los extractos enzimaticos de avena presentan en general 
un comportamiento diferente frente a los iones probados que el 
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